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O efeito SERS (do inglês surface enhanced Raman scattering) tem sido 
objeto de estudo em diversos trabalhos, dentre outros motivos, pelo fato de 
permitir a utilização da espectroscopia Raman em análises químicas que 
envolvam baixíssimas concentrações de analito. Neste trabalho foram 
fabricadas superfícies nanoestruturadas de óxido de zinco pelo método de 
síntese hidrotérmica e de óxido de índio dopado com estanho pelo método de 
sputtering. Ambas as superfícies foram recobertas com um filme fino de ouro 
pelo método de sputtering e aplicadas como substratos SERS. O corante cristal 
violeta (CV) foi utilizado como analito na avaliação inicial dos substratos SERS. 
Os substratos demonstraram bom potencial para a aplicação, sendo utilizados 
para detecção de duas substâncias, o tiol ácido 4-mercaptobenzóico (4-MBA) e 
o pesticida carbaril. O 4-MBA foi detectado na faixa de 0,1 a 100 mol/L e o 
carbaril na faixa de 0,5 a 50 ppm. Os resultados obtidos com os substratos 
fabricados neste trabalho foram semelhantes ou mesmo superiores aos de um 
substrato comercial (Klarite®). Tendo em vista a futura aplicação em 
dispositivos microfluídicos, os substratos foram imersos em soluções de CV e 
4-MBA, e o comportamento do sinal Raman em função do tempo foi avaliado. 
Como não foi observada a estabilização do sinal mesmo depois de 6h de 
medida, os substratos SERS foram expostos à radiação ultravioleta visando à 
diminuição do caráter hidrofóbico dos substratos. Estes foram novamente 
imersos em solução de CV para obtenção de espectros SERS em função do 
tempo. Também foram feitas alterações nas etapas de crescimento das 
nanoestruturas a fim de diminuir a densidade de nanoestruturas e verificar a 
eficiência destes substratos SERS. Os resultados permitiram inferir que a 
complexidade da superfície nanoestruturada dificulta a difusão do analito até a 
região, situada na base das nanoestruturas, onde a intensificação do sinal 
Raman é maior. Dispositivos microfluídicos contendo substratos SERS dentro 
dos microcanais foram desenvolvidos e avaliados com soluções aquosas de 
cristal violeta. O fluxo do analito nos microcanais acelerou o equilíbrio de 
adsorção do analito nas nanoestruturas, e a estabilização do sinal foi 
alcançada em ~30 min. Foram utilizados valores de vazão de 5 e 20 L/min e 
as alturas de pico medidas após estabilização do sinal estavam ao redor de 
1,1x103 e 0,7x103 para as concentrações de 10 e 1 mol/L de cristal violeta, 
respectivamente. Os resultados indicam a potencialidade de aplicação desses 





































The surface enhanced Raman scattering (SERS) effect has been widely studied 
for several reasons, including the possibility of application of Raman 
spectroscopy in chemical analysis involving detection of analytes at very low 
concentrations. In this work, zinc oxide nanostructures were grown by 
hydrothermal synthesis and indium tin oxide was fabricated by sputtering. Both 
surfaces were covered by a thin gold film using the sputtering method and 
applied as SERS substrates. Crystal violet was used as an analyte during the 
initial evaluation of the SERS substrates. These substrates showed good 
potential for this application, and were used for detection of a dye (crystal 
violet), a thiol (4-mercaptobenzoic acid, 4-MBA), and a pesticide (carbaril). The 
4-MBA was detected in the range from 0.1 to 100 mol/L and carbaril between 
0.5 and 50 ppm. The results obtained with the substrates fabricated in this work 
were similar or even superior to the ones achieved using a commercial 
substrate (Klarite®). Having in mind the future application in microfluidic devices, 
the substrates were immersed in crystal violet and 4-MBA solutions and the 
evolution of the Raman signal with time was evaluated. Since the signal 
stabilization was not achieved even after 6h of measurements, the SERS 
substrates were exposed to UV radiation aiming to decrease the hydrophobicity 
of the substrates. They were immersed in CV and SERS spectra as a function 
of time were obtained. Changings in the nanostructures growth steps were 
made in order to decrease the density of nanostructures and verify the 
efficiency of the SERS substrates. The results allowed to infer that the 
complexity of the nanostructured surface hinder the diffusion of the analyte to 
the base of the nanostructures, where the signal intensification is stronger. 
Microfluidic devices with SERS substrates inside the microchannels were 
developed and evaluated. The analyte flow accelerated the adsorption 
equilibrium of the analyte on the nanostructures and the Raman signal 
stabilization was reached in approximately 30 min. Flow of 5 e 20 L/min were 
used and the peak height measured after the signal stabilization were around 
1.1x103 e 0.7x103 to 10 and 1 mol/L Crystal violet solutions, respectively. The 
results show the potential application of the device in chemical analysis with 
SERS detection. 
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1.  Introdução 
O desenvolvimento deste trabalho envolveu diferentes conceitos e áreas 
de pesquisa. Para situar o leitor, a introdução trata dos principais conceitos 
envolvidos no trabalho. Inicialmente o espalhamento Raman é descrito de maneira 
objetiva e o efeito de intensificação do sinal Raman por superfície é definido. Este 
efeito, conhecido como SERS (do inglês, Surface Enhanced Raman Scattering), 
possui ampla aplicabilidade e diferentes exemplos são apresentados. Em sequência, 
um tópico é dedicado a explicar o que são os substratos SERS, quais os tipos 
existentes e quais métodos de fabricação são utilizados, bem como as 
características necessárias para que um substrato produza altas intensificações do 
sinal Raman. 
Dentre os métodos de fabricação citados, dois deles, síntese hidrotérmica 
e sputtering são definidos e detalhados. Estes foram utilizados na fabricação de 
óxidos nanoestruturados os quais foram posteriormente recobertos com ouro para 
aplicação como substratos SERS neste trabalho. O método de sputtering é pouco 
utilizado na fabricação de superfícies nanoestruturadas de óxidos, sendo mais 
comumente aplicado na deposição de filmes finos de diferentes materiais. Este é um 
dos diferenciais deste trabalho, pois superfícies recobertas de nanoagulhas e 
nanobastões de óxido metálico foram crescidas em diferentes superfícies utilizando 
temperaturas relativamente baixas, ao redor de 200ºC. 
A seção introdutória se encerra discutindo rapidamente as vantagens de 
sistemas miniaturizados de análise e o uso de detecção SERS em dispositivos 
microfluídicos. Os avanços recentes na área são abordados no texto. 
 
1.1 Espectroscopia Raman 
 
O espalhamento Raman foi predito pela primeira vez em 1923, mas foi 
observado experimentalmente somente em 1928 por Chandrasekhara Venkata 
Raman1. A espectroscopia Raman é a técnica instrumental que se baseia nesse 
espalhamento. Quando uma radiação eletromagnética com energia h0 (onde h é a 
constante de Planck e 0 é a frequência da radiação) incide sobre uma amostra, ela 
interage com a matéria, levando a um estado virtual de energia (que não 
corresponde a um autoestado). O estado virtual pode ter sua energia relaxada de 
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dois modos: de forma elástica ou inelástica. No primeiro caso, a molécula volta ao 
seu estado vibrônico inicial e a luz espalhada possui a mesma energia da incidente. 
O espalhamento elástico, ou Rayleigh, ocorre com a maior parte da luz espalhada 
(Fig. 1a).  
 
Figura 1. Ilustrações das possíveis situações de espalhamento de radiação 
monocromática: espalhamento elástico ou Rayleigh (a). Espalhamento inelástico na 
região Stokes (b) e anti-Stokes(c). 
 
No segundo caso, a molécula relaxa a um estado vibrônico diferente e a 
luz espalhada possui energia diferente daquela incidente, originando então o 
espalhamento Raman (ou inelástico). Quando a molécula relaxa a um estado 
vibracional com energia maior que o inicial, a energia da radiação emitida é menor 
que a incidente (Fig. 1b), e o espalhamento Raman ocorre na região Stokes. Por 
outro lado, quando a molécula relaxa a um estado vibracional de menor energia, a 
radiação emitida possui energia maior que a incidente (Fig. 1c), e o espalhamento 
Raman ocorre na região anti-Stokes.2, 3 
A espectroscopia Raman apresenta vantagens típicas de espectroscopias 
vibracionais, como a riqueza de detalhes proporcionada pelos níveis de energia 
vibracionais em comparação aos níveis eletrônicos.2 O espectro Raman de uma 
molécula é muito característico e é considerado sua “impressão digital”. A técnica 
também apresenta a vantagem de acessar regiões de número de onda mais baixo. 
Além disso, é considerada uma técnica não destrutiva e possibilita a realização de 
medidas in situ e em solução aquosa.4  
Em contrapartida, a seção de choque no espalhamento Raman é muito 
pequena (entre 10-30 e 10-25 cm2 por molécula), o que dificulta a obtenção de 
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espectros com alta intensidade em situações em que a quantidade de amostra é 
muito pequena. Nesse ponto, pode-se inferir sobre a dificuldade em se usar a 
espectroscopia Raman em análises químicas, especialmente quando o analito se 
encontra em baixíssimas concentrações. Para superar essa dificuldade, muito 
esforço tem sido investido em estudos do efeito SERS.  
 
1.2 Intensificação do espalhamento Raman por superfície (SERS) 
 
SERS corresponde ao espalhamento Raman intensificado pela presença, 
no sistema de medida, de nanopartículas ou superfícies nanoestruturadas de 
diferentes metais (ouro, prata e cobre são os mais utilizados). Esse efeito foi 
observado pela primeira vez por Fleischmann e colaboradores5 em 1974 e desde 
então tem gerado crescente interesse na comunidade científica. O sinal Raman do 
analito pode ser intensificado em diversas ordens de magnitude e essa 
intensificação é causada, especialmente, devido a interações entre a luz irradiada e 
o metal nanoestruturado. 
Acredita-se que o efeito SERS é baseado em dois mecanismos: 4, 6 
eletromagnético e químico. O mecanismo eletromagnético está relacionado às 
interações que ocorrem entre o metal e a radiação incidente. Quando o comprimento 
de onda da radiação é próximo àquele de excitação do plasmon de superfície do 
metal, ocorre ressonância e o campo elétrico do metal é substancialmente 
aumentado. Regiões de alta curvatura no metal causam plasmons de superfície 
localizados, ou seja, intensificações localizadas do campo eletromagnético que, por 
sua vez, pode intensificar tanto a radiação incidente, quanto a radiação espalhada. 
Neste último caso ocorre, então, a intensificação do sinal Raman, que corresponde 
ao efeito SERS. A intensificação do campo elétrico depende de diferentes fatores 
como o comprimento de onda da radiação incidente, o metal utilizado, da forma e 
dimensões da nanoestrutura. Por outro lado, não é sensível à natureza química do 
analito, dependendo somente da distância entre a molécula e o metal, ou seja, a 
molécula precisa estar na região em que o campo elétrico é intensificado. Quando a 
distância entre duas nanopartículas metálicas está na faixa de 1 a 2 nm, o fator de 
intensificação na região entre elas pode chegar a valores superiores a 108. Estas 
regiões são conhecidas como hotspot e ocorrem porque os modos de excitação de 
plasmons de superfície das nanopartículas individuais se acoplam, provocando um 
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aumento substancial na intensificação do campo elétrico.7 O mecanismo 
eletromagnético é responsável por cerca de 70% da intensificação do sinal.8, 9 10, 11 O 
mecanismo químico, por outro lado, está extremamente ligado à natureza química 
do analito, uma vez que ocorre devido à adsorção do mesmo na superfície do metal. 
Acredita-se que ocorre interação eletrônica entre os orbitais moleculares do analito e 
os elétrons da banda de condução do metal, criando um estado intermediário de 
transferência de carga, que possibilita transições com energias menores do que as 
transições intrínsecas da molécula adsorvida. Estas transições podem ocorrer de 
duas formas: o elétron é transferido de orbitais da molécula adsorvida para estados 
do metal acima do nível de Fermi (transição analito-metal) ou elétrons do metal 
podem ser excitados para orbitais desocupados do adsorbato (transição metal-
analito) Este novo estado de acoplamento eletrônico atua como um estado 
ressonante que desencadeia um aumento de ressonância eletrônica Raman.9, 11, 12  
Desde sua descoberta, o efeito SERS tem sido muito estudado, sendo o 
principal responsável pela aplicação da técnica de espectroscopia Raman em 
análises químicas.13-15 Muitas pesquisas em aplicação de SERS em sensores16, 
biossensores17 e outras de interesse analítico vêm sendo reportadas.12 Anualmente 
o periódico Journal of Raman Spectroscopy publica uma revisão sobre os avanços 
na área de espectroscopia Raman e faz comparações com os últimos 10 anos. A 
busca pelo termo “SERS” no ano de 2013 no Thomson Reuters ISI Web of 
Knowledge resultou em 1336 artigos, valor quatro vezes maior que a mesma busca 
feita para o ano de 2004. Além disso, esse número corresponde a quase 20% dos 
artigos relacionados com a espectroscopia Raman no ano de 2013.18  
O efeito SERS trouxe vantagens para a aplicação da espectroscopia 
Raman, especialmente nas áreas biológica e médica, pois o sinal Raman 
intensificado é consideravelmente maior que a fluorescência observada em muitas 
moléculas biológicas. Por essa razão, o efeito SERS permite que a espectroscopia 
Raman seja utilizada com sucesso na análise de biomoléculas, pois esta técnica 
pode fornecer informações de toda a estrutura de biomoléculas, as quais são 
usualmente complexas.19 Há ainda uma gama aplicações do efeito SERS para 
estudos analíticos de biomoléculas. Estudos de inúmeros analitos são reportados na 
literatura, por exemplo, creatinina em amostras de urina,20 ácidos diterpenóicos 
(compostos que atuam no crescimento e alongamento das células nas plantas),21 
enzimas,22 adenina,23 proteínas,24 glutationa e imunoglobulina G, 25, 26 carbonilas em 
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proteínas (compostos relacionados a processos fisiológicos e patológicos),27 
peptídeos,28 flavonoides,29 antibióticos,30 medicamento em saliva,31 etc. A literatura 
também apresenta uma grande diversificação de tipos de substratos SERS e 
estratégias para o uso do efeito na detecção e, em alguns casos, tentativas de 
quantificação de diferentes analitos.  
 
1.2.1 Substratos SERS 
 
Os metais nanoestruturados que sofrem excitação da ressonância do 
plasmon de superfície quando o laser incide sobre eles no sistema de medidas 
Raman e, portanto, produzem o efeito SERS são os chamados “substratos SERS”. 
Estes substratos possuem três classificações principais designadas pela forma como 
se apresentam: 1. Nanopartículas dispersas em um coloide.32, 33 2. Superfícies 
nanoestruturadas (que podem ser constituídas de arranjos de nanopartículas 
imobilizadas sobre uma superfície sólida, por uma superfície nanoestruturada de 
metal ou por superfícies nanoestruturadas de materiais diversos (vidro, silício ou 
outro metal) recobertas por um dos metais causadores do efeito SERS).34-36 3. 
Eletrodos metálicos que podem ser constituídos de ouro (mais comum), prata ou 
cobre com superfície rugosa, ou de outros materiais (ferro, grafite, polímero 
condutor, etc.) recobertos com filme fino ou decorados com nanopartículas de algum 
metal causador do efeito SERS.37 A última classificação possui grande importância 
histórica visto que o efeito SERS foi observado pela primeira vez em um 
experimento eletroquímico.5 No entanto, as baixas intensificações tipicamente 
obtidas com esses substratos têm levado à diminuição de seu uso.  
Ru e Lee4 definem bons substratos SERS como aqueles que produzem 
as maiores amplificações de sinal. Esta definição simplista, como os próprios autores 
admitem, indica que há uma variedade grande de substratos SERS que podem ser 
muito bons, e que sua classificação como bom ou não depende de muitos fatores, 
como o analito que se pretende detectar, o meio de medida, etc. O comprimento de 
onda do laser deve ser adequado às características do substrato, tais como o 
material que o constitui e as dimensões das nanopartículas., Um substrato SERS 
pode ser bom para um determinado comprimento de onda, mas, por outro lado, pode 
ser ineficiente quando um laser inadequado é utilizado. Neste sentido, um bom 
substrato SERS deve produzir intensificações de maneira relativamente uniforme ao 
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longo da superfície do substrato. De forma geral isso acontece quando as 
nanoestruturas estão distribuídas de maneira uniforme sobre uma superfície e 
possuem dimensões e morfologia similares. No caso das nanopartículas em 
suspensão coloidal, é interessante quando a faixa de distribuição de tamanho das 
partículas é relativamente estreita. Geralmente o controle de tamanho das 
nanopartículas é feito pela adição de um agente de agregação em quantidade 
controlada.38 Portanto, a reprodutibilidade na fabricação do substrato SERS é um 
fator importante.  
O substrato SERS é altamente dependente do comprimento de onda 
utilizado e irá, por isso, exibir valores mais altos de excitação numa faixa estreita de 
comprimento de onda. O tamanho e a morfologia da nanoestrutura são fatores que 
determinam em qual faixa de comprimento de onda ocorrerá o plasmon de superfície 
e, portanto, a intensificação do campo elétrico do metal. Este é um ponto importante, 
pois um laser com comprimento de onda não adequado pode levar a intensificações 
de sinal muito baixas com o uso de um substrato SERS com potencial excelente. As 
nanoestruturas devem ter dimensões muitas vezes menores que o comprimento de 
onda utilizado e, por isso, em geral elas possuem de dezenas a poucas centenas de 
nanômetros. 
Grandes áreas superficiais também são desejáveis para um substrato 
SERS por aumentar a área disponível para adsorção de moléculas de analito e, 
portanto, o número de moléculas que podem ter seu sinal intensificado pelo efeito 
SERS. Este ponto é especialmente interessante para analitos que se adsorvem em 
monocamadas.  
Diferentes metais possuem potencial para serem utilizados como 
substratos para SERS. Alguns exemplos são prata, ouro, cobre, platina, paládio, 
alumínio e lítio. No entanto, algumas propriedades exibidas por alguns desses 
metais resulta em baixas intensificações do sinal Raman. A platina e o paládio, por 
exemplo, apresentam alta absorção da radiação emitida. O alumínio produz 
melhores resultados em comprimentos de onda na região do ultravioleta, mas a 
espectroscopia Raman trabalha especialmente com radiação na região do visível e, 
em alguns casos, no infravermelho próximo. O lítio, apesar de apresentar 
propriedades altamente favoráveis para ser aplicado em SERS, reage facilmente 
com água e não é encontrado livre na natureza. A prata é o metal que apresenta as 
melhores propriedades para ser aplicado como substrato SERS, especialmente em 
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regiões de comprimento de onda menores que 600 nm onde ele exibe a menor 
absorção de radiação, comparado aos demais metais. O ouro e o cobre não 
produzem intensificações do sinal Raman tão altas, quanto àquelas obtidas com a 
prata. No entanto, se assemelham a ela em comprimentos de onda maiores que 600 
nm. Pontos práticos que devem ser considerados para a fabricação e aplicação de 
um bom substrato SERS são: a facilidade de manipulação, especialmente para 
produção de nanoestruturas, a toxicidade, durabilidade, custo, reatividade e 
biocompatibilidade. O ouro é amplamente utilizado para obtenção do efeito SERS, 
pois, apesar de exibir intensificações menores que as obtidas com a prata, é o metal 
que melhor se encaixa aos requisitos do ponto de vista prático.4 
A busca por substratos que tenham características desejáveis para 
produzir grandes intensificações de sinal Raman é foco de inúmeros trabalhos de 
pesquisa. Nanopartículas de ouro e prata são, sem dúvida, os substratos mais 
utilizados22-24, 28, 33, 39-42 e são comumente obtidas em processos de redução química 
destes metais.43 Seu emprego não se resume ao uso direto em solução. Algumas 
vezes são necessárias estratégias como a funcionalização das nanopartículas com 
ligantes para os analito,41 pois o mesmo não consegue se adsorver à 
nanopartículas, como é o caso de algumas proteínas.24 Em outros casos, 
nanopartículas de ouro são ligadas a anticorpos para imunoensaios.26  
Além das nanopartículas, superfícies nanoestruturadas de ouro e prata 
têm sido muito utilizadas.44 Em muitos casos, os metais recobrem as superfícies 
nanoestruturadas de outros materiais.21, 45-48 Superfícies metálicas nanoestruturadas 
podem ser obtidas pelo crescimento de nanoestruturas49-51 ou por métodos do tipo 
top-down, em que material é retirado da superfície até que a morfologia desejada 
seja obtida.52 Há uma variedade bastante grande de métodos utilizados para a 
obtenção de substratos SERS, dentre os quais podem ser citados métodos 
eletroquímicos,53, 54 deposição por Langmuir-Blodgett,55, 56 estereolitografia,35 
evaporação térmica,57 deposição de metal causador do efeito SERS sobre um 
template nanoestruturado.35, 53 Neste último caso é bastante comum o uso de silício 
como template, devido à facilidade em obter a superfície nanoestruturada por 
técnicas de micro e nanolitografia,34, 35, 45 como o feixe de íons focalizados,58 por 
exemplo. Outra alternativa é a obtenção de óxido metálico nanoestruturado e seu 
recobrimento com um dos metais causadores do efeito SERS.46, 53, 59, 60 O 
crescimento de óxidos metálicos tem sido amplamente estudado e se dá por um 
25 
 
grande número de métodos químicos e físicos, tais como síntese hidrotérmica, 
deposição química de vapor, eletroquímica, sol-gel, deposição por laser pulsado, 
evaporação e sputtering.61, 62 Óxidos metálicos recobertos com um dos metais 
causadores do efeito SERS são uma excelente opção, pois podem ser obtidos com 
bom controle de dimensões, além de diferentes morfologias.63, 64  
 
1.3 Crescimento de óxidos metálicos 
 
1.3.1 Síntese Hidrotérmica 
 
A síntese hidrotérmica consiste na precipitação de óxidos 
nanoestruturados pela reação de precursores, em um recipiente hermeticamente 
fechado a temperaturas relativamente altas e pressões acima da atmosférica. No 
geral, os reagentes precursores neste método consistem em um sal do metal, do 
qual se deseja o óxido, e uma base. Este é um método de fácil implementação e de 
baixo custo, que pode produzir óxidos nanoestruturados com alto grau de pureza e 
cristalinidade. A morfologia do óxido é fortemente influenciada por condições 
experimentais que incluem o pH do meio, o contra-íon do metal, o nível de 
supersaturação da solução de síntese, a temperatura e a natureza do substrato.65 
Govender et al.65 estudaram os fatores que governam a deposição e 
morfologia de filmes finos de óxido de zinco (ZnO) por síntese hidrotérmica e 
sumarizaram os processos físico-químicos envolvidos como se segue: em solução 
aquosa, cátions do metal Mz+ são solvatados por água, gerando espécies do tipo 
“aqua-íon”, geralmente [M(OH2)n]
z+. A ligação MOH2 é polarizada, o que facilita a 
desprotonação da água coordenada. Em soluções diluídas, existe uma série de 
espécies monoméricas tais como [M(OH2)n-p(OH)p]
(z-p)+ e outras espécies hidroxi 
como [M(OH)n]; em última instância, oxoânions são formados. Para formar espécies 
polinucleares, as quais posteriormente se desenvolvem em partículas de óxido do 
metal, reações envolvendo condensação devem ocorrer. Dois processos importantes 
têm sido reconhecidos. Primeiro, ocorre a formação de uma ponte “ol” pela reação 
de uma espécie hidroxi- e uma espécie aquo-, conforme mostrado na equação 1. 
 




Posteriormente, essa espécie leva à formação de uma ponte “oxi” entre os 
íons do metal (eq. 2). 
 
OHMOMOHM 222 )(                                                                  (2) 
 
Estudos mostraram que o uso de hexametilenotetramina (HMTA) no 
sistema reacional favorece nanoestruturas do tipo bastões, especialmente quando o 
contra-íon do sal de zinco é o nitrato.66 O aumento da temperatura do sistema 
promove aumento na dissociação do complexo com o zinco levando a uma 
supersaturação controlada do íon metálico livre, o que permite a formação do óxido 
desejado. Zinco é um íon lábil quando em solução aquosa e por isso equilíbrios 
geralmente são atingidos rapidamente em soluções com agitação. 
 
1.3.2 Método de sputtering 
 
No método de sputtering um alvo do material de interesse é bombardeado 
por um gás ionizado. Esse bombardeio causa a erosão do alvo e os átomos do 
material se depositam sobre um substrato. O tipo de material do alvo e parâmetros 
como temperatura, pressão e o gás utilizado definem se o material será depositado 
na forma de filme contínuo, ou com outra morfologia. Esse método resulta em uma 
deposição uniforme e bastante reprodutível, desde que os parâmetros mencionados 
estejam devidamente ajustados. As nanoestruturas deste trabalho cresceram pelo 
chamado mecanismo VLS (do inglês vapor-liquid-solid), que favorece o crescimento 
de nanoestruturas numa direção preferencial (nanofios, nanoagulhas, nanobastões, 
etc.). De acordo com esse mecanismo (Figura 2), o material retirado do alvo se 
dissolve em gotas de metal fundido, as quais agem como centros de nucleação e 
precipitam o material na interface entre a gota e o substrato.63 É muito comum o uso 
de ouro fundido como camada de nucleação,67 mas o metal do próprio óxido pode 
ser depositado antes (ou mesmo durante) do crescimento das nanoestruturas para 
garantir a presença da fase líquida e a requerida deficiência de oxigênio na 
composição. A Figura 2 apresenta um esquema de crescimento de nanoagulhas 




Figura 2. Esquema ilustrativo do crescimento de nanoagulhas de óxido por 
sputtering pelo mecanismo VLS. (a) o metal depositado sobre o substrato se funde 
formando gotas que agem como centros de nucleação. (b) o óxido é depositado e se 
dissolve no metal líquido. (c) o óxido precipita na interface entre o metal fundido e o 
substrato (nucleação). (d) o crescimento do fio continua com a precipitação do óxido 
na interface entre o metal fundido e o próprio óxido. 
 
A obtenção de nanofios e nanoagulhas pelo método de sputtering não é 
comum e poucos trabalhos com a síntese de óxido de Índio dopado com estanho 
(ITO, do inglês índium-tin doped oxide) nanoestruturado por sputtering foram 
publicados até o momento. Fung et al.68 obtiveram nanofios de ITO pelo método de 
sputtering DC sobre vidro, vidro/ITO, silício e folhas de titânio com comprimentos 
que variaram de 3 a 5 m e espessuras (diâmetros) que variaram de 50 a 100 nm. A 
deposição foi realizada a alta temperatura (350ºC) em atmosfera de argônio. As 
nanoestruturas foram caracterizadas por diferentes técnicas e foram realizadas 
medidas de resistência elétrica com os substratos. Park et al.69 também obtiveram 
nanofios de ITO, mas pelo método de sputtering RF, e utilizaram um alvo de ITO 
com três pequenos discos (d~3 mm) de In acoplados a ele para garantir a deposição 
de óxido rico em metal e garantir o crescimento de nanofios pelo mecanismo VLS. 
Os autores observaram a formação de nanofios a temperaturas de 400 e 500ºC. 
Estudos de tempo de deposição também foram realizados. 
 
1.4 Sistemas microfluídicos com detecção SERS 
 
Dispositivos microfluídicos, comumente chamados de microchips, 
possuem canais com dimensões micrométricas, compatíveis com a manipulação de 
fluidos (gases ou líquidos) com volumes da ordem de pL a µL. Além de requererem 
reduzidos volumes de amostra e gerarem poucos resíduos, esses sistemas 
possibilitam a integração de diversas etapas analíticas (como clean-up, pré-
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concentração, filtração, separação, detecção) em um único dispositivo, dando 
origem ao conceito de µTAS (Micro Total Analysis System) ou LOC (Lab-on-a-
Chip),70, 71 uma tendência na Química Analítica moderna. Outras vantagens dos 
sistemas microfluídicos são a maior portabilidade e a possibilidade de executar 
análises mais rápidas do que nos sistemas convencionais, sem perda de eficiência. 
Vislumbradas com essas possibilidades, várias empresas (como Caliper, Agilent, 
Shimadzu e Hitachi) vêm desenvolvendo microdispositivos comerciais destinados a 
diversos tipos de aplicações, tais como: análises ambientais, separação de 
proteínas, amplificação de DNA (PCR), diagnóstico de doenças, dentre outras.72, 73  
Os dispositivos microfluídicos dedicados a análises químicas requerem 
sistemas com alta detectabilidade, uma vez que o volume de amostra empregado é 
reduzido, acarretando uma pequena quantidade de analito a ser detectado. A 
detecção SERS vem se tornando uma alternativa interessante para alcançar baixos 
limites de detecção em dispositivos microfluídicos. Em diversas configurações desta 
modalidade de detecção, suspensões aquosas de nanopartículas, geralmente de 
ouro ou prata, são introduzidas em microcanais, onde interagem com os analitos.74 
Em outros casos, o analito e as nanopartículas são misturados dentro do 
dispositivo.75 Um espectrômetro Raman é utilizado para a obtenção do sinal de 
espalhamento. São encontradas na literatura aplicações de SERS em dispositivos 
microfluídicos para detecção de diversos analitos, tais como DNA,76 proteínas,77 
herbicidas78 e vários outros.79 
Em geral, o que se observa na literatura são tentativas de desenvolver um 
chip com design adequado para obter o máximo de eficiência do efeito SERS e 
confiabilidade em análises quantitativas. Os autores se preocupam com a adsorção 
eficiente do analito no substrato SERS, a otimização do fluxo, a localização do 
detector no canal, e outros fatores que contribuem para a repetibilidade das 
medidas. Podem ser encontradas também discussões sobre o design do microcanal 
para promover uma mistura eficiente entre analito e coloide de nanopartículas 
metálicas,80, 81 e o uso de optofluídica (iluminação do interior do canal com o feixe do 
laser percorrendo o mesmo trajeto que o fluido).82 Além disso, há a busca por 
dispositivos microfluídicos com detecção SERS portáteis para análise em campo,83 e 
também a aplicação destes sistemas em análises de substâncias específicas, tais 
como contaminantes, substâncias perigosas82-84 e biomoléculas.81 
29 
 
Strehle et al.85 desenvolveram um sistema microfluídico para análises 
quantitativas utilizando nanopartículas de ouro e detecção SERS. Para evitar que o 
analito se adsorvesse nas paredes dos microcanais, os autores utilizaram fluxo 
segmentado, adicionando gotas de tetradecano lipofílico para envolver o analito e as 
nanopartículas de ouro, evitando a adsorção do analito (corante cristal violeta) e do 
coloide nas paredes dos microcanais. O objetivo do trabalho foi mostrar que o 
dispositivo apresenta potencial na análise do corante, evitando o efeito de memória, 
utilizando fluxo segmentado. O dispositivo apresentou boa repetibilidade e boa 
eficiência para evitar o efeito de memória. Este artigo é um bom exemplo do 
benefício que o efeito SERS, junto com um bom projeto de chip microfluídico traz a 
sistemas que se propõem a realizar análises quantitativas.  
Em outro trabalho,86 um sistema microfluídico com detecção SERS foi 
utilizado para quantificação de dois fármacos: prometazina, utilizado como 
antialérgico e sedativo, e mitoxantrona, utilizado em quimioterapia. Os autores 
desenvolveram um sistema microfluídico de vidro. A ideia é similar ao sistema 
utilizado no exemplo anterior,85 pois também utiliza fluxo segmentado. Os autores 
discutem as limitações do chip utilizado e melhoras que podem ser feitas no sistema 
para obtenção de valores mais baixos de limites de detecção. 
Ficou evidente que os esforços na área são aplicados principalmente ao 
uso de nanopartículas (de ouro e prata) para intensificação do sinal Raman. Há um 
número consideravelmente menor de trabalhos em que se tem o substrato 
nanoestruturado dentro do canal, por exemplo, na forma de um filme. Isso se deve 
às dificuldades na fabricação do dispositivo e a forte adsorção do analito ao 
substrato nanoestruturado (o que dificulta a limpeza do substrato).44 No entanto, do 
ponto de vista comercial um sistema microfluídico com detecção SERS com o 
substrato nanoestruturado já dentro do microcanal, é mais interessante. Há ainda 
barreiras técnicas que devem ser ultrapassadas, mas os resultados dos estudos da 









2.  Objetivos 
 
O objetivo geral deste trabalho foi a fabricação de substratos 
nanoestruturados de óxidos metálicos recobertos com ouro para aplicação em 
detecção por SERS. 
 
Objetivos específicos:  
 
 Deposição de filmes nanoestruturados de óxidos metálicos pelos 
métodos de síntese hidrotérmica e sputtering e posterior recobrimento 
com ouro; 
 Investigação da eficácia desses filmes como substratos SERS; 
 Fabricação de dispositivos microfluídicos com inclusão de filmes 
nanoestruturados no interior dos canais; 























3. Procedimento experimental 
 
3.1 Materiais e reagentes 
 
Os reagentes foram utilizados como recebidos: água desionizada (Milli-Q, 
Millipore Corporation), acetona (Synth), álcool isopropílico (Synth), nitrato de zinco 
hexaidratado (Zn(NO3)2.6H2O, Sigma-Aldrich), hexametilenotetramina (HMTA, 
Sigma-Aldrich), cristal violeta (Nuclear), ácido 4-mercaptobenzóico (4-MBA, Aldrich), 
carbaril (Sigma-Aldrich), etanol (Chemco). Placas de silício e lâminas de vidro para 
microscópio (Exacta). Alvos para o sistema de sputtering: ZnO (Kurt Lesker, 
99,999%), índio (Kurt Lesker e Plasmaterials, 99,99%), ITO (Kurt Lesker e 
Plasmaterials, 99,99%), carbono (Kurt Lesker, 99,999%), ouro (Kurt Lesker, 
99,999%). Kit pré-polímero + agente de cura para polidimetilsiloxano (PDMS, 
Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning, Midland, MI, USA). Tubos de 
silicone (Perfimed) com diâmetro interno de 1 mm e externo de 2,2 mm. Substrato 
SERS comercial Klarite (Renishaw). 
 
3.2 Fabricação de ZnO nanoestruturado pelo método de síntese 
hidrotérmica 
 
O material utilizado como suporte para o crescimento da superfície 
nanoestruturada (vidro ou silício oxidado (Si/SiO2)) foi limpo com acetona, álcool 
isopropílico, água desionizada e seco com jato de nitrogênio. 
Filmes finos de ZnO foram depositados por sputtering sobre os vidros 
onde as nanoestruturas do óxido foram crescidas para agirem como camadas de 
nucleação e promoverem o crescimento de nanoestruturas de ZnO. Foram utilizados 
dois procedimentos para a deposição dessas camadas, designadas por CN1 e CN2. 
Em ambos os casos, a potência RF aplicada no alvo de ZnO foi de 80 W, o fluxo de 
argônio foi 10 sccm (standard cubic centimeters per minute) e o vidro foi aquecido 
até temperatura de 200°C. As diferenças nos procedimentos estavam na pressão e 




Tabela 1. Pressão e tempo de deposição utilizados em cada camada de nucleação 






CN 1 5 x 10-3 12,5 
CN 2 5 x 10-1 15 
 
A Figura 3 apresenta um esquema do procedimento para crescimento de 
nanoestruturas de ZnO sobre vidro por síntese hidrotérmica. 
 
Figura 3. Esquema ilustrativo do procedimento para crescimento de nanoestruturas 
de ZnO por síntese hidrotérmica. 
 
Uma solução aquosa contendo Zn(NO3)2.6H2O 0,05 mol/L e HMTA 0,10 
mol/L foi preparada e 150 mL desta solução foram adicionados a um recipiente de 
Teflon® juntamente com uma barra magnética de agitação. Uma placa de vidro, 
contendo a camada de nucleação depositada por sputtering, foi suspensa no 
recipiente de Teflon®, de forma a ficar imersa na solução e acima da barra de 
agitação magnética, para que esta não colidisse com o vidro durante o processo 
(Figura 4). A placa de vidro (1,5 x 2,0 cm) foi suspensa de forma que a face com a 
camada de nucleação ficasse apontada para o fundo do recipiente. Este recipiente 
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foi então fechado com tampa e fita de teflon (“veda-rosca”) para vedação, sendo 
posteriormente colocado em um reator de aço inoxidável, resistente a altas 
pressões. O sistema foi mergulhado em um banho de silicone, previamente aquecido 
até a temperatura desejada, e mantido em chapa aquecedora por 3 horas, sob 
agitação constante (Figura 5). 
 
Figura 4. Foto dos componentes do sistema para crescimento de nanoestruturas de 
ZnO por síntese hidrotérmica. 
 
Foram utilizadas duas temperaturas de aquecimento, 50°C e 100°C, para o 
crescimento de nanoestruturas sobre os vidros contendo cada uma das duas 
camadas de nucleação. A identificação das amostras foi determinada pela 
temperatura e camada de nucleação utilizada (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Identificação e condições de fabricação dos substratos SERS produzidos 






ZnO50-CN1 50 1 
ZnO100-CN1 100 1 
ZnO50-CN2 50 2 





Figura 5. Foto do reator mergulhado em óleo de silicone sobre uma chapa de 
aquecimento com agitação para crescimento de nanoestruturas de ZnO por síntese 
hidrotérmica. 
 
3.3 Fabricação de ITO pelo método de sputtering 
 
Um sistema RF sputtering foi utilizado para o crescimento das 
nanoestruturas e recobrimento com ouro. A câmara de deposição (Figura 6) possui 
três canhões, o que possibilita a deposição simultânea ou sequencial de até três 
materiais diferentes.  
O porta amostra é constituído por um prato de aço com diâmetro 
aproximado de 30 cm, que gira nos sentidos horário e anti-horário, possibilitando a 
troca de posição do substrato durante uma deposição. O aquecimento do porta 
amostra é feito por 4 lâmpadas de halogênio de 500 W cada, situadas embaixo do 
prato. A espessura da camada de material depositado é monitorada com o uso de 
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uma microbalança, a cristal de quartzo (6 MHz), suspensa e posicionada no centro 
do porta amostra.  
 
Figura 6. Foto do interior da câmara do sistema de sputtering. 
 
As nanoestruturas foram crescidas sobre silício oxidado (Si/SiO2) e sobre 
lâminas de vidro para microscópio, que foram cortados a laser UV (ver seção 3.5.2) 
em quadrados de 1,5 e 2,5 cm2, respectivamente, e limpos com acetona, álcool 
isopropílico, água desionizada e secos com jato de nitrogênio. A fabricação de 
nanoestruturas por sputtering seguiu duas rotas distintas. Na primeira, o crescimento 
se deu pela deposição de índio metálico que agiu como camada de nucleação para 
o crescimento das nanoagulhas. No segundo caso, o crescimento das 
nanoestruturas ocorreu com a deposição de ITO diretamente sobre o substrato, na 
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presença de plasma rico em carbono. Ambos os procedimentos de fabricação são 
detalhados a seguir.  
 
3.3.1 Crescimento de nanoestruturas por deposição alternada de 
metal e óxido 
 
Nesse procedimento de crescimento, foi utilizada camada de nucleação 
de In, o qual foi depositado sobre o substrato aquecido e formou pequenas gotas 
que atuaram na nucleação das nanoagulhas. A Figura 7 apresenta um esquema 
ilustrativo da deposição de nanoestruturas de ITO e o recobrimento com ouro por 
sputtering. 
 
Figura 7. Esquema ilustrativo de deposição de nanoagulhas de ITO. a) deposição 
da camada de nucleação de In (20 ou 40 nm); b) deposição alternada de ITO e In; c) 
recobrimento das nanoagulhas com ouro; d) imagem de MEV de nanoestruturas 
recobertas com ouro. 
 
Os substratos foram colocados na câmara de deposição do sistema de 
sputtering, que foi evacuada até pressão abaixo de 5x10-6 mbar. Argônio foi 
adicionado em fluxo constante de 10 sccm e a pressão de deposição foi ajustada 
(Tabela 3). Os substratos foram aquecidos até a temperatura de deposição e, então, 
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20 W de potência foram aplicados ao canhão contendo o alvo de In, o qual foi 
depositado para atuar como camada de nucleação para o crescimento das 
nanoestruturas. Duas espessuras de filme de In foram utilizadas na deposição, 20 e 
40 nm (Tabela 3). Visto que as temperaturas de deposição eram superiores ao ponto 
de fusão do In, o metal se fundiu sobre o substrato formando gotículas, uma vez que 
ele “não molha” a superfície de vidro ou Si/SiO2. Depois disso, ITO foi depositado 
sobre o substrato em 3 etapas, as quais foram alternadas com a deposição de In 
durante 2 minutos. Cada etapa de deposição de ITO durou 10 ou 15 min (Tabela 3), 
resultando num tempo total de 30 ou 45 min. Ao final da terceira etapa de deposição 
de ITO, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente dentro da própria câmara, e 
uma camada de 20 nm de ouro foi depositada sobre as nanoagulhas. A pressão de 
deposição do ouro foi de 5 x 10-3 mbar, com fluxo constante de 10 sccm de argônio, 
e 30 W de potência aplicados ao canhão contendo o alvo de ouro. Os parâmetros 
que foram estudados, i.e., temperatura e pressão de deposição, espessura da 
camada de nucleação (In) e tempo de deposição de ITO são descritos em detalhes 
na Tabela 3. 
 







camada de In 
(nm) 
Tempo de deposição 
de ITO (min) 
ITO 1 1 x 10-2 210 20 30 
ITO 2 1 x 10-2 210 40 45 
ITO 3 5 x 10-3 210 20 30 
ITO 4 1 x 10-2 260 40 45 
 
3.3.2 Crescimento por deposição de óxido na presença de “plasma 
de carbono” 
 
Diferentemente do procedimento descrito no item 3.3.1, aqui não foi 
utilizada uma camada de nucleação para o crescimento das nanoagulhas. Para 
prover uma deposição rica em metal e proporcionar o crescimento de nanoestruturas 
pelo mecanismo VLS, o ITO foi depositado na presença de um plasma gerado por 
um alvo de carbono (Fig. 8a). O carbono atomizado, retirado do alvo, reagiu com 
parte do oxigênio proveniente do alvo de ITO, formando compostos do tipo COx que 
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foram removidos da câmara pelo sistema de bombeamento, juntamente com o 
argônio.  
Para a deposição, os substratos foram colocados dentro da câmara que 
foi evacuada até pressão abaixo de 5 x 10-6 mbar. Então, argônio foi adicionado em 
fluxo constante de 10 sccm e a pressão de deposição foi ajustada a 1 x 10-2 mbar. 
Os substratos foram aquecidos até a temperatura de deposição e ITO foi depositado 
durante 60 min. A potência aplicada ao alvo de ITO foi fixada em 120 W. O alvo de 
carbono foi direcionado para o lado oposto ao que o substrato se encontrava, a fim 
de evitar a deposição de carbono. A potência aplicada ao alvo de carbono e a 
temperatura de deposição foram os parâmetros estudados, e são apresentados na 
Tabela 4. Após crescimento das nanoagulhas, a câmara foi resfriada até a 
temperatura ambiente e uma camada de 20 nm de ouro foi depositada em condições 
idênticas àquelas descritas no item 3.3.1 (Fig. 8b). 
 
Figura 8. Esquemas ilustrativos da a) deposição de nanoagulhas de ITO na 
presença de plasma de carbono e do b) recobrimento das nanoagulhas com ouro. 
 
Tabela 4. Parâmetros utilizados para deposição de nanoagulhas de ITO na presença 
de plasma de carbono. 
Amostra Potência(W)a Temperatura (ºC) 
ITO 5 0 235 
ITO 6 60 235 
ITO 7 120 235 
ITO 8 120 205 
ITO 9 180 235 
ITO 10 180 205 




3.3.3 Estratégia alternativa de deposição de ITO por sputtering 
 
Para detecção do pesticida carbaril, foram feitas alterações na fabricação 
das nanoestruturas de ITO por sputtering. Ao invés de vidro, utilizou-se somente 
silício oxidado como suporte para as nanoestruturas. Três substratos diferentes 
foram produzidos. O primeiro foi crescido com os mesmos parâmetros do ITO 1 
(Tabela 3), em que a deposição do ITO ocorre em 3 etapas de 10 min cada, 
alternadas com a deposição de In metálico por 2 min. No segundo, o ITO foi 
depositado em 2 etapas, ao invés de três. E no terceiro substrato, o óxido foi 
depositado em apenas 1 etapa de 10 min. Os recobrimentos com ouro foram 
realizados de duas maneiras: 1) seguiu-se o procedimento descrito no item 3.3.1 (20 
nm de ouro depositados a baixa pressão); 2) a espessura do ouro foi duplicada (40 
nm) e o metal foi depositado a uma pressão mais alta (2x10-2 mbar em vez de 5x10-3 
mbar). A fim de deixar as diferenças dos substratos mais claras, a Tabela 5 
apresenta os substratos organizados e nomeados de acordo com o protocolo de 
fabricação utilizado. 
 






filme de Au 
(nm) 
ITO1-1d-20 1 20 
ITO1-1d-40 1 40 
ITO1-2d-20 2 20 
ITO1-2d-40 2 40 
ITO1-3d-20 3 20 
ITO1-3d-40 3 40 
 
3.4 Caracterização dos substratos por microscopia eletrônica de 
varredura e medidas Raman 
 
A morfologia e as dimensões das nanoestruturas foram observadas por 
meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de alta resolução (FEI Inspect 
F50 e FIB-SEM, FEI Nanolab 20). 
Para as medidas de espectroscopia Raman foi utilizado um espectrômetro 
Raman (Perkin Elmer Raman Station 400F) equipado com um laser de 785 nm e 
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potência máxima de 250 mW. A Figura 9 apresenta um esquema do espectrômetro 
utilizado. 
 
Figura 9. Esquema do espectrômetro Raman Station 400 F da Perkin Elmer. 
 
3.5 Avaliação inicial dos substratos SERS 
 
Para a avaliação inicial dos substratos nanoestruturados como SERS 
ativos, o corante cristal violeta foi utilizado como analito. Uma gota com volume de 
1 L foi adicionada sobre o substrato e seca ao ar. O laser foi focado no centro da 
região onde esteve a gota e o espectro foi obtido durante 48 s (6 exposições ao 
laser de 8 s cada). O procedimento foi repetido com o substrato comercial Klarite® 
para comparar com os resultados obtidos com os substratos fabricados neste 
trabalho.  
 
3.5.1 Avaliação da resposta dos substratos SERS em solução 
 
Para verificar o comportamento do espectro em função do tempo, o 
substrato ITO 1 medindo ~3 x 3 cm foi fixado no fundo de um pequeno recipiente de 
poliestireno com dimensões de 2,7 x 2,7 x 0,4 cm, conforme ilustrado na Figura 10. 
Após a adição de 2,5 mL de água desionizada o espectro do substrato foi obtido 
com o mesmo tempo de exposição ao laser a ser utilizado com o analito. Esse 
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espectro, que denominamos branco, foi subtraído de todos os espectros do analito 
obtidos nesse sistema, para minimizar a interferência da fluorescência.  
A água foi retirada do recipiente e substituída pelo mesmo volume de 
amostra. Essa configuração foi utilizada para medidas com soluções aquosas de 
cristal violeta e 4-MBA. Cada espectro foi obtido com 3 exposições de 12 s. Foram 
obtidos espectros sequenciais durante período de 1h ou superior. 
 
Figura 10. Esquema do sistema de medidas com o substrato SERS submerso em 
solução de amostra. 
 
3.5.2 Tratamento dos substratos SERS com radiação UV 
 
Durante o desenvolvimento do projeto foi necessário buscar formas de 
tornar hidrofílicas as superfícies dos substratos SERS. Dentre as possibilidades, 
optou-se pela exposição do substrato à radiação ultravioleta que foi realizada por um 
sistema de microfabricação a laser UV (Figura 11). Esse sistema tornou o processo 
bem mais rápido (cerca de 2 min) em comparação ao método usual de exposição à 
lâmpadas UV de baixa potência (que pode necessitar de diversos minutos, até horas 
de exposição). Este sistema é constituído por um laser UV pulsado de Nd:YVO4 com 
frequência triplicada trabalhando em 355 nm (Spectra Physics, Pulseo 355-20). O 
feixe do laser é fixo e a movimentação da amostra é feita por posicionadores de 
translação em configuração de três eixos ortogonais (Newport IMS400-LM para os 
eixos X e Y, e Newport VP-5ZA para o eixo Z) controlados por um computador 




Figura 11. Esquema do sistema de microfabricação a laser UV. 
 
A exposição de óxidos metálicos à radiação ultravioleta é comum para 
modular comportamentos hidrofílico e hidrofóbico desses materiais.87-89 O 
mecanismo de ação da radiação UV nos substratos fabricados será comentado 
durante a discussão dos resultados.  
A distância focal do sistema ótico utilizado é de 5 cm, porém, nesta 
aplicação, o laser foi desfocado até uma distância de 14 cm entre a lente e o 
posicionador (z), onde o substrato foi colocado. Foi realizada exposição ao laser UV 
com potência de 0,5 W durante 2 min. 
 
3.6 Simulação da distribuição do campo elétrico nas nanoestruturas 
 
Uma simulação de intensidade do campo elétrico ao longo das 
nanoagulhas crescidas pelo método de sputtering foi realizada. Foram consideradas 
duas situações: 1. A nanoagulha isolada e 2. Duas nanoagulhas adjacentes. 
A simulação foi realizada pelo método DDA (do inglês Discrete Dipole 
Approximation), com resolução de 2 nm. As propriedades ópticas dos materiais 
foram introduzidas nas simulações através de dados experimentais para a função 
dielétrica. No caso do Au, foram utilizados os dados experimentais de Johnson e 
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Christy,90 enquanto que para ITO foram utilizados os dados fornecidos por Koenig et 
al.91. Todas as simulações foram realizadas em ar, como meio dielétrico circundante. 
Esta parte do trabalho foi realizada em parceria com o prof. Dr. Diego 
Pereira dos Santos (Departamento de Físico-Química, Instituto de Química da 
Unicamp). 
 
3.7 Detecção de 4-MBA 
 
Estudos com o 4-MBA foram realizados utilizando soluções com 
diferentes concentrações do ácido preparadas em etanol. Os substratos medindo ~3 
x 3 cm foram mergulhados em 2,5 mL de solução do analito durante 30 min sendo, 
então, lavados com etanol e secos ao ar. Foram obtidos seis espectros em cada 
substrato e as posições em que o laser foi focado na superfície do substrato estão 
esquematizadas na Figura 12. A distância entre os pontos foi de 0,5 cm. Este 
procedimento de detecção do 4-MBA foi baseado no trabalho de Yan e 
colaboradores.92 
 
Figura 12. Esquema do substrato SERS utilizado na determinação de 4-MBA. Os 
pontos escuros representam as posições em que o laser foi focado em cada uma 
das 6 medidas e estão espaçados em 0,5 mm uns dos outros.  
 
3.8 Detecção do pesticida carbaril 
 
Foram preparadas soluções do pesticida carbaril em metanol com 
diferentes concentrações (100, 75, 50, 25, 10, 5, 1 e 0,5 ppm). O substrato ITO1-3d-
20 (Tabela 5) foi utilizado para avaliar o melhor tempo de medida. Foram 
adicionados 2 L de solução 50 ppm do pesticida sobre o substrato e a amostra foi 
seca ao ar. Então, foram adicionados mais 2 L da solução e novamente a amostra 
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foi seca ao ar. Foram utilizados 3 tempos de medida: 48 s (6 exposições de 8 s ao 
laser), 60 s (3 exposições de 10 s ao laser) e 200 s (10 exposições de 20 s ao laser).  
Em cada substrato da Tabela 5 foram adicionados 4 L de solução de 500 
ppm de carbaril da mesma forma descrita no parágrafo anterior. Após secagem 
foram retirados 4 espectros em diferentes pontos da superfície do substrato. O 
substrato ITO1-1d-40 foi utilizado para a determinação de carbaril em diferentes 
concentrações utilizando o tempo de aquisição de 200 s na obtenção de 4 espectros 
em diferentes regiões do substrato. A altura do pico em 1380 cm-1 foi utilizada como 
parâmetro de avaliação no estudo de detecção do carbaril. 
 
3.9 Dispositivos microfluídicos 
 
3.9.1 Fabricação dos dispositivos microfluídicos 
 
Durante a fabricação dos dispositivos microfluídicos foi utilizada a técnica 
de litografia macia (soft lithography). O molde, que inicialmente foi feito por meio de 
técnica de fotolitografia, metodologia comumente utilizada,93 passou a ser fabricado 
por inchamento de polimetilmetacrilato (PMMA) por laser ultravioleta. A busca por 
bons moldes para esse e outros trabalhos de parceria em microfluídica resultaram 
num estudo bastante detalhado do processo de inchamento do polímero para 
fabricação de moldes microfluídicos, resultando num artigo recentemente publicado 
na revista RSC Advances.94  
O molde fabricado por tratamento com laser consiste numa placa de 
PMMA medindo 100 x 70 x 4 mm, contendo 4 canais positivos paralelos medindo 5 
cm de comprimento, ~40 m de altura e ~400 m de largura cada (Fig. 13a). Uma 
moldura também feita de PMMA foi utilizada para delimitar o tamanho do dispositivo 
(Fig. 13a). Para replicação dos dispositivos em PDMS, foram misturados 18 g do 
precursor e 1,8 g do agente de cura do kit para PDMS. A mistura foi degaseificada 
em dessecador conectado a uma bomba de vácuo por 20 min, adicionada ao molde 
(Fig. 13b), e a cura foi feita em estufa a 80ºC durante 50 min. Depois disso, o 
dispositivo foi resfriado até a temperatura ambiente e desmoldado. Foram feitos 
furos de ~ 2 mm de diâmetro nas extremidades dos canais, onde foram encaixados 
tubos de silicone com diâmetros externo de 2,2 mm e interno de 1,0 mm (Fig. 13c). A 
junção tubo/PDMS foi selada com pequenas quantidades da mistura dos 
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precursores de PDMS, e o dispositivo foi novamente colocado em estufa para cura. 
Após resfriamento, o dispositivo em PDMS foi selado reversivelmente com a lâmina 
de microscópio contendo as nanoestruturas recobertas com ouro (fabricação 
descrita a seguir), de forma que as regiões com nanoestruturas ficassem alinhadas 
no interior dos microcanais (Fig. 13d). 
 
 
Figura 13. Esquema das etapas de replicação do dispositivo em PDMS e montagem 
do dispositivo microfluídico. (a) molde e moldura em PMMA. (b) mistura de pré-
polímero e agente de polimerização é adicionado no molde montado para replicação 
de PDMS. (c) após cura em estufa o PDMS é demoldado e tubos de silicone são 
adicionados às extremidades dos microcanais com a ajuda de um furador. A parte 
em PDMS é selada reversivelmente ao vidro contendo as nanoestruturas recobertas 
com ouro (d) dispositivo microfluídico para detecção SERS.  
 
A Figura 14 mostra um esquema do crescimento das nanoagulhas sobre 
a lâmina de vidro e a montagem do dispositivo microfluídico. As nanoestruturas 
foram depositadas na lâmina de vidro em 4 regiões medindo 0,7 cm (comprimento) x 
250 m (largura) de forma que, na selagem com o dispositivo de PDMS, elas 
ficassem alocadas no interior dos microcanais (Fig. 13d). Para crescer as 
nanoestruturas em regiões pré-definidas, uma lamínula de vidro para microscópio 
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com 100 µm de espessura foi utilizada para fabricação de uma máscara de sombra. 
Utilizando o sistema de microfabricação a laser (Fig. 11), foram feitas quatro fendas 
paralelas (medindo 250 m x 7 mm) ao longo do comprimento da lamínula. Esta 
máscara foi colocada sobre uma lâmina de microscópio e, então, o conjunto foi 
adicionado no interior da câmara do sistema de sputtering, onde nanoagulhas de 
ITO foram crescidas utilizando as condições da amostra ITO 1 (Tabela 3) e, a seguir, 
recobertos com ouro. Ao final da deposição, o vidro continha quatro regiões com 
nanoagulhas, as quais se alinham aos canais do dispositivo em PDMS.  
 
Figura 14. Esquema ilustrativo da deposição de nanoestruturas de ITO/Au sobre 
vidro e montagem do dispositivo microfluídico. 
 
3.9.2 Aplicação dos dispositivos microfluídicos 
 
O dispositivo microfluídico foi adaptado no porta amostra do 
espectrômetro Raman de forma que o laser fosse focado sobre a região com 
nanoagulhas (inset da Fig. 15). Uma bomba de seringa (New Era, NE-4000) foi 
conectada ao subo de silicone para a injeção em fluxo (Fig. 15). Espectros foram 
retirados com o microcanal sem solução e preenchido com água. O tempo de 
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integração de cada espectro foi de 36 s. Solução 10 mol/L de cristal violeta foi 
injetada em um microcanal, a uma vazão constante de 5 L/min, durante a 
realização das medidas. Foram realizadas medidas com 3 valores de potência do 
laser: 250 mW (100%), 187,5 mW (75%) e 125 mW (50%). Depois disso, a potência 
de 125 mW foi mantida para todas as demais medidas.  
 
 
Figura 15. Foto do dispositivo microfluídico posicionado no porta amostra do 
espectrômetro Raman e acoplado à bomba de seringa. No inset a seta gravada no 
equipamento indica a direção que o laser percorre. As nanoestruturas de um dos 
microcanais foram posicionadas logo abaixo da seta. 
 
Soluções de cristal violeta (10 e 1 mol/L) foram injetadas nos canais e 
foram obtidos espectros durante 36s (3 exposições de 12 s). Foi utilizado um 
microcanal diferente para a injeção de cada solução. Os espectros foram obtidos em 
intervalos de 3 min durante período igual ou superior a 1h e a altura do pico em 1173 
cm-1 utilizada para avaliação do comportamento dos espectros em função do tempo. 
Cada canal foi utilizado somente com uma solução, visto que ocorre a adsorção do 
analito às nanoestruturas. Foram utilizadas duas vazões para cada concentração: 5 






4. Resultados e discussão 
 
4.1 Caracterização dos substratos SERS 
 
4.1.1 Substratos fabricados com crescimento de ZnO 
nanoestruturado pelo método de síntese hidrotérmica 
 
A camada de nucleação CN1 formou um filme fino de ZnO sobre a placa 
de vidro, o qual não foi possível observar em imagens de MEV por não apresentar 
diferenças visuais com a superfície do vidro. A pressão de deposição da CN1 foi 
mais baixa e favoreceu a formação de um filme contínuo. Por outro lado, a camada 
CN2 apresentou pequenas partículas de ZnO com diâmetros ao redor de 30 nm 
espalhadas uniformemente sobre o vidro (Fig. 16). A pressão mais alta de deposição 
favoreceu a formação de nanopartículas da CN2 em vez de um filme contínuo como 
ocorreu para o primeiro caso (CN1).  
 
Figura 16. Imagem de MEV da camada catalizadora de ZnO CN-2. 
 
Imagens de MEV dos substratos nanoestruturados, produzidos por 
síntese hidrotérmica, são mostradas na Figura 17 (para condições de fabricação, ver 
Tabela 2). A temperatura utilizada durante a síntese hidrotérmica interfere 
fortemente na morfologia das nanoestruturas. Quando sintetizadas a 100°C (Fig. 17a 
e 17b), as nanoestruturas apresentam-se na forma de bastões com seção 
transversal hexagonal. O comprimento dos bastões está na ordem de 1 m e o 
diâmetro na ordem de 100 nm para o substrato ZnO100-CN1 (Fig. 17a) e 220 nm 
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para o substrato ZnO100-CN2 (Fig. 17b). As nanoestruturas crescidas a 50°C (Fig. 
17c e 17d) apresentam-se na forma de grãos hexagonais, com comprimentos ao 
redor de 100 nm para a amostra ZnO50-CN1 (Fig. 17c), bem mais curtos em 
comparação às nanoestruturas produzidas na síntese à 100ºC. O diâmetro está na 
ordem de 80 nm para ZnO50-CN1 (Fig.17c). No caso do substrato ZnO50-CN2 (Fig. 
17d) a densidade de grãos é muito baixa, como se pode perceber visualmente. As 
distâncias entre elas são grandes, chegando a 500 nm. Os diâmetros estão na faixa 
de 120 a 230 nm.  
 
Figura 17. Nanoestruturas de ZnO crescidas sobre as camadas de nucleação CN1 e 
CN2 (Tabela 1), em diferentes temperaturas (Tabela 2), designados respectivamente 
como a) ZnO100-CN1 e b) ZnO100-CN2; c) ZnO50-CN1 e d) ZnO50-CN2. 
 
Camadas de nucleação são utilizadas com dois objetivos: melhorar a 
adesão das nanoestruturas ao substrato base (neste caso as placas de vidro) e 
orientar o crescimento das nanoestruturas. As imagens da Figura 17 deixam claro 
que as camadas de nucleação utilizadas interferiram na orientação e no crescimento 
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das nanoestruturas. No caso dos nanobastões (Fig. 17a e 17b) observa-se que 
aqueles crescidos sobre a camada CN1 (Fig.17a) são perpendicularmente 
orientados à placa de vidro, enquanto que os bastões crescidos sobre a camada 
CN2 (Fig. 17b) se orientam de forma aleatória. Além disso, observam-se diferenças 
na espessura dos bastões formados, resultado também das diferenças nas camadas 
de nucleação. As nanopartículas, por outro lado, apresentam alta densidade de 
partículas na placa de vidro com a camada de nucleação CN1, enquanto que as 
partículas crescidas sobre a CN2 são muito esparsas. O diâmetro das 
nanopartículas depositadas sobre CN1 (Fig.17c) também se difere 
consideravelmente daquelas depositadas sobre CN2 (Fig. 17d), como citado 
anteriormente. Devido à baixa densidade de partículas, o substrato ZnO50-CN2 não 
foi utilizado nas medidas de espectroscopia Raman.  
Em todos os casos, para as superfícies nanoestruturadas depositadas por 
síntese hidrotérmica, é importante citar que mesmo nos casos em que se 
observaram regiões com altas densidades de nanoestruturas foi, também, possível 
verificar visualmente a ausência de nanoestruturas em diferentes regiões do vidro. 
Além disso, a adesão do filme nanoestruturado ao vidro não foi eficiente, o que por 
vezes causou o descolamento do filme nanoestruturado do vidro. 
 
4.1.2 Substratos fabricados com deposições alternadas de índio e 
ITO 
 
A Figura 18 mostra imagens de MEV das gotas formadas, sobre Si/SiO2 a 
210ºC, pela deposição de In equivalente a camadas com espessuras (medidas pelo 
monitor de espessura) de 20 nm (Fig. 18a) e 40 nm (Fig. 18b). Como esperado, o In 
fundido não molha o substrato, o que resulta na formação de pequenas gotículas do 
metal, as quais atuaram como centros de nucleação no crescimento das 
nanoestruturas de ITO. As imagens da Figura 18 permitem inferir que a quantidade 
de material depositado interfere diretamente no tamanho da gotícula formada. A 
camada mais fina produziu gotas menores, exibindo aparência mais esférica do que 
as gotas maiores, formadas pela deposição de 40 nm de In. O número de gotas por 
unidade de área na camada de 20 nm foi 4,8/m2, quase 1,5 vezes maior que a 




Figura 18. Imagens de MEV das camadas de (a) 20 nm e (b) 40 nm de In 
depositadas a 210ºC. 
 
O In adicional, depositado durante o crescimento das nanoestruturas, é 
muito importante na determinação da morfologia, isto é, para o crescimento de 
nanoagulhas. Para confirmar esta hipótese, ITO foi depositado sobre um substrato, 
contendo as gotas de In fundido, durante 60 min sem interrupções e sem alternar 
com deposições adicionais de In. A morfologia obtida consiste em nanobastões 
curtos e espessos (Fig. 19), bem diferentes das nanoagulhas esperadas. 
 
Figura 19. Imagem de MEV de ITO depositado sobre camada de nucleação de In, 
sem reposição do metal durante o processo. 
 
A Figura 20 mostra imagens de MEV de nanoagulhas de ITO, recobertas 




Figura 20. Imagens de MEV das nanoagulhas crescidas sob as condições 




As imagens com menor ampliação mostram que as nanoestruturas estão 
uniformemente distribuídas ao longo do substrato, independentemente das 
condições de deposição utilizadas. Considerando a densidade de agulhas, 
apresentada na Tabela 6, o spot do laser (= 100 m) utilizado nas medidas Raman 
ilumina mais de 200 mil nanoagulhas, fornecendo um grande número de sítios (hot 
spots) para a intensificação do espalhamento Raman. As nanoagulhas apresentam 
seção transversal quadrada. 
 
Tabela 6. Densidade e dimensões de nanoagulhas para cada amostra da Figura 20. 
Amostra Espessura (nm) Comprimento (nm) Densidade de agulhas  
(agulhas/m2) 
ITO 1 100 800 27,0 
ITO 2 100 1000 34,5 
ITO 3 100 800 27,0 
ITO 4 140 800 14,5 
 
As amostras ITO 1 (Fig. 20a,b) e ITO 3 (Fig. 20e,f) cresceram usando a 
camada de nucleação de 20 nm de In (Fig. 18a) e possuem a mesma densidade de 
agulhas (Tabela 6). As dimensões das nanoagulhas dessas amostras são similares, 
com cerca de 800 nm de comprimento e espessura de ~100 nm na base e 30 nm 
nas pontas. No entanto, as nanoagulhas da amostra ITO 3 apresentam pequenas 
esferas nas pontas, as quais são ricas em metal (In) e estavam líquidas durante a 
deposição, permanecendo nas pontas das agulhas após o resfriamento. A diferença 
nas condições de deposição entre as amostras ITO 1 e ITO 3 é a pressão de 
deposição (Tabela 3), a qual é menor para a amostra ITO 3. A menor pressão de 
deposição favorece a ocorrência de uma deposição mais direcionada, pois há 
menos moléculas de gás no caminho entre o alvo e o substrato. Dessa forma, o 
material sofre menos espalhamento e é depositado em maior quantidade. 
Considerando que o In é depositado em alternância com o ITO, a presença desta 
maior quantidade de metal resulta num excesso não utilizado no crescimento das 
agulhas que permanece nas pontas das nanoestruturas. 
A amostra ITO 2 (Fig. 20c,d) apresenta nanoagulhas mais longas que 
aquelas das amostras ITO 1 e ITO 3, com comprimentos ao redor de 1 m, resultado 
do tempo mais longo de deposição de ITO (total de 45 min). As pontas das 
nanoagulhas da amostra ITO 2 são as mais finas entre as amostras, com cerca de 
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20 nm de espessura. Outro diferencial dessa amostra é a presença de ramificações 
nas agulhas, os quais conferiram a maior densidade de nanoestruturas à amostra 
ITO2 (Tabela 6). A presença de galhos pode ser explicada pela maior quantidade de 
In inicial da camada de nucleação (40 nm). Provavelmente o In presente nas pontas 
se difundiu ao longo da superfície da agulha, promovendo novos centros de 
nucleação para a formação de galhos. Esse fato nos permite inferir que a maior 
quantidade inicial de In influencia na morfologia das agulhas, favorecendo a 
formação de galhos quando há um excesso de In. 
Para as amostras ITO 2 (Fig. 20c,d) e ITO 4 (Fig. 20g,h) as deposições 
foram realizadas utilizando os mesmos parâmetros, exceto a temperatura, a qual foi 
maior para ITO 4 (260 ºC, em vez de 210 ºC). Ao se comparar essas amostras, 
observa-se que a ITO 4 apresenta agulhas mais grossas, com espessuras 
(diâmetro) ao redor de 140 nm e sem galhos. Além disso, na maioria deles a 
espessura das pontas não se diferencia tanto da espessura das bases como ocorreu 
com as demais amostras. A densidade de agulhas da amostra ITO 4 é a menor 
obtida, (Tabela 6). Esses resultados mostram que a temperatura também é um 
parâmetro importante na determinação da morfologia. 
Com base nas morfologias das nanoestruturas apresentadas na Figura 
20, pode-se concluir que as nanoestruturas fabricadas por sputtering mostram 
excelente uniformidade, fator importante para a aplicação da amostra como 
substrato SERS. Constatou-se também que a morfologia e as dimensões das 
nanoestruturas podem ser variadas com pequenas modificações nos parâmetros de 
deposição. 
 
4.1.3 Substratos fabricados com deposição de ITO na presença de 
“plasma de carbono” 
 
Quando a composição do ITO depositado sobre um substrato por 
sputtering é estequiométrica, é esperada a formação de um filme contínuo contendo 
pequenos grãos. Esse resultado foi confirmado pela deposição de um filme de ITO 
sem uso da camada de nucleação (In) e sem a presença de plasma de carbono 




Figura 21. Superfícies das amostras da Tabela 4. (a) ITO 5, (b) ITO 6, (c) ITO 7, (d) 
ITO 8, (e) ITO 9 e (f) ITO 10. 
 
Como mencionado anteriormente, o crescimento de estruturas em direção 
preferencial de óxidos metálicos pelo mecanismo VLS necessita de ambiente 
deficiente em oxigênio, que é importante tanto para a nucleação quanto para o 
crescimento das nanoagulhas durante a síntese. No entanto, nesta parte do trabalho 
nenhuma fase líquida foi intencionalmente depositada durante o crescimento das 
nanoestruturas. Em vez disso, o plasma de carbono presente durante a deposição 
do óxido agiu como um sequestrante de oxigênio, garantindo que ITO com 
composição rica em metal fosse depositado, formando nanoestruturas, inclusive 
nanoagulhas, sobre o substrato. A Figura 22 apresenta um esquema das espécies 
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presentes durante a deposição de ITO em ambiente com plasma de carbono. O 
carbono ionizado presente no sistema reage com parte do oxigênio, proveniente do 
alvo de ITO, gerando espécies COx que são retiradas da câmara pelo sistema de 
bombeamento, juntamente com os outros gases presentes. Assim, o material que 
chega ao substrato é pobre em oxigênio e, portanto, rico em metal (In e Sn), o que 
permite que o crescimento das nanoagulhas pelo mecanismo VLS ocorra. Quando o 
In ou In-Sn metálicos alcançam o substrato, eles se fundem e essa fase líquida se 
dispõe em gotas95 que agem como centros de nucleação para o crescimento das 
nanoestruturas. 
 
Figura 22. Ilustração do processo de crescimento de nanoagulhas de ITO na 
presença de plasma de carbono. Parte do oxigênio retirado do alvo do óxido reage 
com o carbono ionizado presente no sistema, formando espécies do tipo COx. 
 
A variação dos parâmetros de deposição (temperatura do substrato e 
potência aplicada ao alvo de carbono) gera modificações na morfologia das 
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nanoestruturas crescidas. A Figura 21 apresenta imagens de MEV da superfície dos 
substratos obtidos com deposições de ITO na presença de plasma de carbono e 
com as combinações de parâmetros da Tabela 4. Uma vez que, nesta etapa do 
trabalho, algumas deposições resultaram em superfícies contendo nanoestruturas 
com diferenças significativas nas dimensões e na aparência das pontas, a espessura 
da ponta foi utilizada para diferenciar as nanoestruturas. Quando a ponta é 
significativamente mais fina que a base, a nanoestrutura é chamada de nanoagulha. 
Quando essa diferença não existe ou é visualmente pequena, ela foi chamada de 
nanobastão.  
A Figura 21b (amostra ITO 6) mostra a morfologia obtida utilizando os 
mesmos parâmetros de deposição utilizados para a amostra ITO 5, mas aplicando 
60 W de potência ao canhão contendo o alvo de carbono. Sob essas condições, 
com o material depositado sendo rico em metal, em vez de grãos equaxiais, dois 
tipos de nanoestruturas foram formadas: nanoagulhas e nanobastões. Em ambos os 
casos, as nanoestruturas apresentam a seção transversal quadrada. Pode-se 
observar que a superfície é composta principalmente por uma matriz de 
nanobastões, que corresponde a cerca do dobro do número de nanoagulhas (Tabela 
7), mostrando que a aplicação de 60 W de potência ao alvo de carbono não foi 
suficiente para produzir nanoagulhas como morfologia dominante. 
 
Tabela 7. Dimensões dos nanobastões (NB) e nanoagulhas (NA) obtidos no 
crescimento de nanoestruturas de ITO com condições da Tabela 4. 
 Amostras 
 ITO 6 ITO 7 ITO 8 ITO 9 ITO 10 
 NB NA NB NA NB NA NB NA NB NA 
Espessura 
(nm) 
110 50 84 95 108 40 80 100 60 50 
Comprimento 
(nm) 
340 450 NM* 1500 290 150 465 1600 190 180 
Densidade 
(m-2) 
11 6,3 3 12,5 11 19 3,3 26 12,5 17 
*NM: não foi possível medir. 
 
A Figura 21c (amostra ITO 7) mostra a morfologia obtida quando uma 
potência significantemente maior, 120 W, foi aplicada ao alvo de carbono. Nesse 
caso, observamos nanoagulhas em maior quantidade e mais compridas que aquelas 
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obtidas para a amostra ITO 6. Os dados da Tabela 7 apontam que a densidade de 
nanoagulhas é cerca de 4 vezes maior que a de nanobastões, e o seu comprimento 
cerca de três vezes maior que aqueles observados para a amostra ITO 6. A 
quantidade de carbono no sistema de deposição interfere diretamente na nucleação 
e crescimento das nanoagulhas, influenciando sua quantidade e dimensões. Maiores 
potências aplicadas ao alvo de carbono resultam em maiores quantidades de 
carbono reativo, aumentando a deficiência de oxigênio e, portanto, favorecendo o 
crescimento da nanoestrutura em uma direção preferencial. Por isso, a amostra ITO 
7 apresentou quantidade significativamente maior de nanoagulhas quando 
comparada à amostra ITO 6. Esses resultados mostram que o uso de plasma de 
carbono permitiu a obtenção de nanoagulhas sem a deposição inicial de uma 
camada de nucleação. Além disso, a maior quantidade de carbono disponível levou 
à formação preferencial de nanoagulhas, ao invés de nanobastões. 
Para avaliar a influência da temperatura de deposição no processo, 
manteve-se a potência aplicada ao alvo de carbono em 120 W e diminuiu-se a 
temperatura de deposição de 235ºC para 205ºC. A Figura 21d mostra as 
nanoestruturas resultantes (amostra ITO 8), que são visualmente semelhantes 
àquelas da amostra ITO 6 (Fig. 21b) em que potência mais baixa foi aplicada ao alvo 
de carbono. No entanto, a principal diferença entre as duas superfícies é que as 
nanoagulhas da amostra ITO 8 possuem comprimento cerca de três vezes menor 
que os da amostra ITO 6, o que causa a impressão visual de que há menos 
nanoagulhas. Porém, a densidade de nanoagulhas é cerca de 1,7 vezes maior na 
amostra ITO 8 (Tabela 7) em relação a ITO 6. Esse resultado demonstra que mesmo 
uma diminuição relativamente pequena na temperatura pode causar impacto 
considerável na morfologia das nanoestruturas de ITO.  
No caso das amostras ITO 9 e ITO 10, 180 W de potência foram 
aplicados ao alvo de carbono em deposições realizadas nas temperaturas de 235ºC 
e 205ºC, respectivamente. A amostra ITO 9 (Fig. 21e), depositada à temperatura 
mais alta, exibiu nanoagulhas longas e com dimensões similares àquelas obtidas 
para as nanoagulhas da amostra ITO 7 (Fig. 21c). A única diferença significativa foi o 
aparecimento de galhos nas nanoagulhas da ITO 9, fator que lhe conferiu uma 
densidade de nanoagulhas duas vezes maior que a encontrada na amostra ITO 7 
(Tabela 7). O aparecimento dos galhos pode ser explicado pelo aumento de fase 
líquida de metal que alcançou o substrato durante a deposição, uma vez que a 
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quantidade de carbono reativo disponível era maior. A maior quantidade de metal 
líquido presente nas pontas das nanoagulhas deve ter difundido ao longo deles 
proporcionando novos centros de nucleação.  
Por outro lado, as nanoestruturas da amostra ITO 10 (Fig. 21f) mostraram 
morfologia bastante similar àquela da amostra ITO 8 (Fig. 21d), que foi obtida 
utilizando a temperatura menor (205ºC) e potência de 120 W no alvo de carbono. 
Esses resultados sugerem que a diminuição da temperatura de deposição não 
favorece o crescimento de nanoagulhas, ainda que a potência aplicada ao alvo de 
carbono seja maior. Este resultado pode muito provavelmente ser atribuído a uma 
baixa quantidade metal em fase líquida (abaixo do volume mínimo necessário para a 
nucleação e o crescimento de nanoagulhas) quando a temperatura foi reduzida, 
além da diminuição da mobilidade atômica correspondente à menor temperatura. 
 
4.1.4 Substratos fabricados com estratégia alternativa de deposição 
de ITO por sputtering. 
 
A Figura 23 mostra imagens de MEV dos substratos SERS obtidos com 
as condições de fabricação da Tabela 5 (seção 3.3.3). O ITO foi depositado em 1, 2 
e 3 etapas, alternando com deposição de In metálico, nestes substratos. 
As nanoagulhas obtidas com 3 etapas de deposição do ITO são os mais 
longos e apresentam espessuras maiores (Fig. 23a). As nanoagulhas obtidas com 2 
etapas de deposição de óxido (Fig. 23b) são mais curtas e apresentam ainda menos 
galhos. Por sua vez, como esperado, a Figura 23c mostra as nanoagulhas no 
estágio inicial de crescimento, bem mais curtas e com as esferas de metal visíveis 
nas pontas.  
Ouro foi depositado sobre cada um dos substratos conforme 
procedimento descrito na seção 3.3.1. Dessa vez também se optou por realizar 
alterações no recobrimento com ouro. Por isso, em outras amostras dos substratos 
mostrados na Figura 23 depositou-se ouro com o dobro da espessura (40 nm) e à 
pressão mais alta (2x10-2 mbar, ao invés de 5x10-3 mbar), que favorece a deposição 




Figura 23. Nanoagulhas de ITO crescidas com (a) três, (b) duas e (c) uma etapa de 
deposição de ITO alternado com In metálico. Os demais parâmetros foram os 




4.2 Avaliação dos substratos para SERS 
 
A Figura 24a mostra um espectro Raman do substrato SERS ITO 1 (curva 
preta). Observa-se uma alta intensidade de fluorescência causada pelo vidro, que é 
à base do substrato SERS. A fim de diminuir a interferência da fluorescência no 
espectro do analito, o espectro do substrato foi subtraído de cada medida. A curva 
em vermelho é o espectro do substrato após subtração do sinal de fluorescência. 
Como esperado, a influência do sinal da fluorescência diminui consideravelmente, 
permitindo assim a melhor observação das bandas dos analitos. 
A Figura 24b apresenta o perfil típico de um espectro de solução 10 
mol/L de cristal violeta obtido com os substratos desenvolvidos neste trabalho. 
Quando a concentração de cristal violeta diminui, alguns dos picos diminuem 
consideravelmente, não sendo possível observá-los ou distingui-los adequadamente 
do ruído. No entanto, o pico ao redor de 1173 cm-1, que corresponde ao modo de 
vibração da ligação CH no plano do anel,96 sempre foi detectado, mesmo para a 
menor concentração para a qual foi obtido sinal (10 mol/L). Por essa razão, a altura 
desse pico foi utilizada na avaliação e nas comparações entre substratos. 
 
Figura 24. (a) espectros Raman do substrato SERS antes (preto) e após (vermelho) 
subtração do sinal de fluorescência; (b) espectro de uma solução 10 mol/L de 
cristal violeta e a estrutura química da molécula do corante (inset). 
 
A Tabela 8 apresenta as atribuições das bandas do espectro do cristal 





Tabela 8: Atribuição das bandas do espectro SERS do cristal violeta.97 
Bandas em solução cm-1 Bandas em solução cm-1 
deformação Ph-C+-Ph (II) 333 vibração do esqueleto do anel da 
orientação do radical 
940 
deformação Ph-C+-Ph () 422 deformação C-H do anel (II) 1173 
vibração do esqueleto do anel da 
orientação do radical 
528 estiramento C-C do anel 1296 
vibração do esqueleto do anel da 
orientação do radical 
566 estiramento N-fenil 1370 
deformação C-H do anel () 725 estiramento N-fenil 1387 
deformação C-H do anel () 763 estiramento C-C do anel 1534 
deformação C-H do anel () 807 estiramento C-C do anel 1585 
vibração do esqueleto do anel da 
orientação do radical 
916 estiramento C-C do anel 1623 
II e  indicam vibrações no plano e fora do plano, respectivamente. 
 
4.2.1 Substratos de ZnO produzidos por síntese hidrotérmica 
 
A Figura 25 mostra os espectros SERS do cristal violeta obtidos para 
duas concentrações (100 e 10 mol/L) ao se medir gotas depositadas sobre os 
substratos produzidos por síntese hidrotérmica. 
 
Figura 25. Espectros SERS para soluções de cristal violeta com concentrações de 
(a) 100 mol/L e (b) 10 mol/L depositadas sobre os substratos fabricados por 
síntese hidrotérmica (Tabela 2). 
 
Para a maior concentração, foram obtidos espectros bem resolvidos e 
altas intensificações (Fig. 25a). O substrato ZnO100-CN1, em que nanobastões de 
ZnO foram crescidos com orientação perpendicular ao vidro, produziu o espectro 
com maior intensidade. Por outro lado, os nanobastões de ZnO orientados 
aleatoriamente (ZnO100-CN2) forneceram as menores intensidades.  
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Quando o corante foi medido em concentração menor (Fig. 25b), o 
comportamento das curvas não acompanhou a tendência observada para a maior 
concentração. Isto é, a ordem decrescente das intensidades obtidas não foi ZnO100-
CN1, ZnO50-CN1 e ZnO100-CN2. O melhor sinal foi observado para a amostra 
ZnO50-CN1, em que partículas hexagonais de ZnO foram formadas. Os 
nanobastões produziram espectros com intensidade consideravelmente menores e a 
resolução de picos ficou bastante comprometida.  
Apesar de valores de intensificação bastante satisfatórios, houve 
diferenças significativas nos perfis dos espectros obtidos para as duas 
concentrações de corante. Esta constatação, aliada ao fato de que as 
nanoestruturas não cresceram de maneira uniforme ao longo do vidro, e os filmes 
nanoestruturados apresentaram pouca adesão ao vidro, levaram à interrupção dos 
estudos com os substratos feitos por síntese hidrotérmica. Assim, o foco foi voltado 
para os substratos fabricados por sputtering. 
 
4.2.2 Substratos de ITO produzidos pelo método de sputtering 
 
A Figura 26 mostra os espectros obtidos para duas concentrações (100 e 
10 mol/L) de solução de cristal violeta depositadas (gotas) sobre os substratos 
produzidos por sputtering, pela deposição alternada de metal e óxido (Fig. 26a,b, 
Tabela 3) e pela deposição de óxido na presença de plasma de carbono (Fig. 26c,d, 
Tabela 4).  
Tanto para a concentração de 100 mol/L como para a de 10 mol/L, 
foram obtidos espectros com boa resolução e picos bastante intensos. Comparando 
os espectros SERS com o sinal do Raman normal (espectro obtido nas mesmas 
condições, mas sem o uso de substrato SERS, curvas verdes na Fig. 26) observa-se 
que a intensificação é bastante significativa, pois o sinal do cristal violeta para o 
Raman convencional é tão fraco que não pode ser diferenciado do ruído. Em todos 
os casos a diminuição da concentração do corante resultou na diminuição da 
intensidade do sinal em cerca de uma ordem de grandeza (Fig. 26b,d). A 
comparação dos dois grupos de substratos sugere que as nanoestruturas crescidas 
em presença de plasma de carbono (Tabela 4) apresentaram intensidades com 
cerca de uma ordem de grandeza menor que aqueles obtidos com os substratos 




Figura 26. Espectros SERS obtidos para soluções de cristal violeta, em 2 
concentrações depositadas sobre os substratos fabricados conforme condições das 
(a,b) Tabela 3 e (c,d) Tabela 4. 
 
As mesmas medidas foram realizadas com o substrato comercial Klarite® 
para comparar com o desempenho dos substratos desenvolvidos neste trabalho.46 O 
substrato Klarite® consiste em uma superfície de silício com arranjos padronizados 
com buracos na forma de pirâmide invertida recoberta com filme rugoso de ouro 
(Fig. 27a). A Figura 27b mostra os espectros obtidos com o Klarite para as duas 
concentrações de cristal violeta. As intensidades de pico observadas são 
comparáveis às dos substratos deste trabalho, especialmente àqueles fabricados por 
deposição alternada de metal e óxido. 
Os substratos ITO 1, 2, 3 e 4 (Fig. 26a,b) apresentaram as maiores 
intensificações do espectro do corante e, para cada concentração, não foram 
observadas diferenças significativas entre os espectros. Ainda que haja variações 
nas intensidades, elas continuam na mesma ordem de grandeza. Dentre esses 
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substratos, o ITO 1 necessita de menos tempo para fabricação utilizando menos 
material e menor temperatura de deposição. Por esses motivos, o substrato ITO 1 foi 
escolhido para continuação do trabalho e também foi depositado no interior dos 
microcanais dos dispositivos microfluídicos, tópico que será discutido na seção 4.5. 
 
Figura 27. (a) Imagem de MEV da superfície do substrato comercial Klarite®. (b) 
Espectros SERS obtidos para soluções de cristal violeta em 2 concentrações 
depositadas sobre o substrato Klarite®. 
 
Sempre que o método de amostragem utilizado neste trabalho envolveu o 
gotejamento de soluções seguido pela secagem, observou-se que a região central 
da zona de deposição do corante sobre os substratos continha quantidade bem 
menor de analito. Esse fato se deve à forma como ocorre a secagem da gota, que 
deixa marcas conhecidas como “anéis de café”, visíveis justamente devido ao 
gradiente radial de composição formado durante a secagem e a consequente 
diminuição do diâmetro da gota. Esse fenômeno é mais significativo no caso de 
substratos hidrofóbicos, onde a área de contato entre a solução aquosa e o sólido 
tende a ser minimizada por considerações de redução de energia, inclusive 
formando-se gotas quase esféricas (com elevados valores de ângulo de contato) no 
caso de substratos super-hidrofóbicos.  
A Figura 28 deixa clara essa distribuição gradual e não homogênea de 
analito. A imagem de MEV mostra a região do substrato na borda da gota de 
solução de cristal violeta após a secagem. A região esquerda da imagem mostra a 
borda mais externa da gota. Pode-se observar que a concentração do analito nessa 
região é tão grande que recobre as nanoagulhas com uma camada espessa do 
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corante, formando, inclusive, rachaduras devido à secagem. À medida que se 
caminha para a direita da foto, o que corresponde a se direcionar ao centro da gota, 
essa camada de analito torna-se cada vez mais fina, e as nanoagulhas começam a 
aparecer. No caso deste trabalho a secagem não homogênea pareceu 
desvantajosa, visto que o substrato é escuro e não permite localizar facilmente as 
bordas da gota após a secagem. Além disso, a variação no sinal é grande, 
dependendo da região da gota em que o espectro é adquirido. A ideia de adicionar o 
substrato SERS ao interior de um microcanal era evitar o problema de amostragem 
causado quando da deposição de gota sobre o substrato. No microcanal o analito 
não secaria, o fluxo de solução “renovaria” a quantidade de analito disponível o 
tempo inteiro e a adsorção do analito ao substrato ocorreria de forma muito mais 
homogênea. Pensando na aplicação dos substratos SERS em um dispositivo 
microfluídico, optou-se por investigar o comportamento do sinal em função do tempo 
com o substrato mergulhado na solução do analito (ver desenho esquemático na 
Figura 10). 
 
Figura 28. Imagem de MEV da superfície do substrato ITO1 após deposição e 
secagem de gota de solução de cristal violeta. A parte esquerda da imagem (região 
mais escura) corresponde à borda da gota após a secagem e o lado direito, ao 
centro da gota (região mais clara). 
 
4.2.3 Avaliação da resposta dos substratos SERS em solução  
 
Num sistema em que o substrato está mergulhado em solução de analito, 
espera-se que seja necessário um tempo para que o equilíbrio de adsorção do 
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analito ao substrato seja alcançado. Dessa forma, esperava-se que o sinal Raman 
variasse com o tempo (aumentasse) a partir do momento que o substrato SERS 
entra em contato com a solução de analito e, quando o equilíbrio de adsorção fosse 
alcançado, o sinal Raman seria estabilizado. A atenuação do sinal comparado com 
aquele obtido com a gota depositada e seca sobre o substrato era esperada, pois o 
caminho óptico tanto da luz incidente quanto da espalhada seria alterado devido à 
camada de solução sobre o substrato. Com o objetivo de avaliar o tempo necessário 
para a estabilização da intensidade do sinal, após a imersão dos substratos em 2,5 
mL soluções de cristal violeta, foram obtidos espectros sequenciais durante 1h, sem 
intervalos. A Figura 29a mostra as curvas de altura de pico em função do tempo.  
 
Figura 29. Altura do pico em 1173 cm-1 em função do tempo para espectros obtidos 
(a) sequencialmente ao longo de 1 h para três concentrações de cristal violeta e (b) 
em intervalos de 5 min. ao longo de 6,5 h com solução 10 mol/L de cristal violeta. 
 
A princípio, esperava-se observar a estabilização da altura do pico em um 
período menor que 1 h. No entanto, isso não aconteceu para as soluções com 
concentrações de 100 e 10 mol/L. Outro fato inesperado foi a ausência de resposta 
para a concentração de 1 mol/L, mesmo depois de vários minutos. Para verificar se 
era necessário tempo maior para uma estabilização dos espectros, repetiu-se o 
experimento para a concentração de 10 mol/L, porém em um período de 6,5 h (Fig. 
29b). Mesmo assim, a altura do pico continuou aumentando, sem nenhum indicativo 
de estabilização. 
Para fins de comparação, o experimento foi repetido substituindo-se o 
substrato deste trabalho por um coloide de nanopartículas de ouro, sintetizadas 
conforme método de Lee-Meisel38 e gentilmente cedidas pela Dra. Mónica B. M. 
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López (IQ-USP). O coloide foi escolhido por ser um substrato SERS típico, 
amplamente utilizado.42 A concentração do cristal violeta utilizada foi menor (0,1 
mol/L), visto que o sinal SERS das nanopartículas é maior do que o do substrato 
em estudo. Na Figura 30 observa-se que a estabilização da altura do pico do 
espectro ocorre em aproximadamente 25 min.  
 
Figura 30. Altura do pico em 1173 cm-1 em função do tempo para espectros obtidos 
ao longo de 1 h com solução 0,1 mol/L de cristal violeta em suspensão coloidal de 
nanopartículas de ouro. 
 
Para tentar entender o comportamento apresentado nos gráficos da 
Figura 29, algumas hipóteses foram levantadas. A primeira suposição foi a 
necessidade de um tempo muito longo para o sistema alcançar o equilíbrio de 
adsorção. Assim, optou-se por repetir os experimentos com outro analito, contendo 
um grupo tiol, o qual se liga quimicamente ao ouro. Esperava-se que o equilíbrio de 
adsorção do analito ao substrato fosse consideravelmente mais rápido, levando, 
portanto, à rápida estabilização do sinal. O 4-MBA foi escolhido com base no 
trabalho de Yan e colaboradores.92 A Figura 31a apresenta um espectro típico 
observado para o 4-MBA com o substrato estudado neste trabalho, no qual se 
observam duas bandas acentuadas, sendo uma em 1076 cm-1 e outra em 1585 cm-1, 
que correspondem a modos de estiramento do anel benzênico. Uma banda mais 
fraca observada ao redor de 1180 cm-1 corresponde a modos de deformação C-H.92 
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A altura de pico da banda em 1076 cm-1 foi escolhida para avaliar o comportamento 
da resposta em função do tempo. A Figura 31b apresenta a altura de pico em função 
do tempo (durante 1h com intervalos de 5 min entre as medidas) para duas 
concentrações do tiol. Assim como observado para o cristal violeta, a resposta não 
estabilizou no período medido. Esses resultados sugerem que a formação de ligação 
química entre o analito e o substrato não é um fator suficiente para que ocorra uma 
estabilização mais rápida da intensidade do sinal Raman, ou seja, dentro do período 
medido. 
 
Figura 31. (a) Espectro SERS obtido para uma solução 100 mol/L de 4-MBA e 
estrutura química da molécula (inset); (b) Altura do pico em 1076 cm-1 em função do 
tempo para duas concentrações de 4-MBA. Espectros obtidos em intervalos de 5 
min. 
 
Outra possível explicação para o contínuo aumento da altura de pico seria 
a demanda de longo tempo para o analito difundir em meio às nanoagulhas. Os 
trabalhos da literatura envolvendo substratos SERS comumente não demonstram 
preocupação com a cinética da interação do analito com o substrato em solução. 
Isso acontece porque, em geral, o uso de superfícies nanoestruturadas como 
substrato SERS ocorre de duas formas: 1) uma gota do analito é depositada no 
substrato e a medida é efetuada após a secagem42 ou 2) o substrato é mergulhado 
na solução do analito por um tempo pré-determinado, retirado da solução, lavado e 
seco antes da medida.92, 98  
Desde o início do trabalho observou-se que os substratos apresentam 
acentuado caráter hidrofóbico. No entanto, até o momento não havia suposições de 
que isso influenciava de forma negativa as medidas SERS. Com a intenção de tornar 
70 
 
o substrato mais hidrofílico, estratégias foram estudadas e testadas. O uso de 
surfactantes ou diferentes solventes não resultou em alterações relevantes no 
caráter hidrofóbico da superfície do substrato SERS. A superfície está recoberta com 
ouro, o qual não é hidrofóbico. No entanto, a alta rugosidade, causada pelas 
nanoagulhas, pode causar um aumento no caráter hidrofóbico,99 e essa é 
provavelmente a razão da hidrofobicidade nos substratos deste trabalho.  
Como o ouro é depositado a baixa pressão, a cobertura do substrato com 
ouro por sputtering deixa pequenas regiões descobertas, pois a orientação aleatória 
das agulhas faz com que haja regiões de “sombra” durante a deposição, onde o ouro 
não alcança e um pouco de ITO (hidrofóbico) fica exposto (Fig. 32). 
 
Figura 32. Esquema ilustrativo das nanoagulhas de ITO antes e após o 
recobrimento com ouro. Pequenas regiões não são recobertas durante a deposição 
de ouro. 
 
Uma estratégia bastante utilizada para tornar óxidos nanoestruturados 
mais hidrofílicos é a exposição dos mesmos à radiação UV.87 No caso deste 
trabalho, a luz UV irradiada no substrato atua no ITO que não foi recoberto pelo 
ouro. Nanoagulhas de óxido de índio crescidas em atmosfera pobre em oxigênio 
exibem deficiência desse átomo na estrutura.89 A irradiação com luz UV gera pares 
elétron-buraco no óxido, os quais podem se recombinar ou reagir com espécies 
presentes na superfície. Os elétrons fotogerados aumentam a adsorção de oxigênio 
na superfície das nanoagulhas.100 Essas moléculas de oxigênio adsorvidas podem 
se dissociar e ocupar uma vacância de oxigênio, passivando a superfície, ou então 
podem deixar um átomo de oxigênio adsorvido na superfície da nanoagulha. Neste 
último caso, o oxigênio adsorvido atua como uma “armadilha” para os elétrons 
fotogerados e melhora a separação de elétrons e buracos. Os buracos, agora mais 
efetivamente disponíveis, prendem grupos hidroxila e o aumento da quantidade 
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desses grupos resulta na ocorrência ou aumento de hidrofilicidade da superfície das 
nanoagulhas.89, 101, 102 
Um sistema óptico com laser UV (Fig. 11) estava disponível no Centro de 
Tecnologia da Informação Renato Archer (CTI), sendo que a intensidade da 
radiação UV poderia ser bem controlada e com intensidade consideravelmente maior 
que aquelas normalmente utilizadas. Por isso, o tempo de irradiação de luz UV no 
substrato foi bastante curto, cerca de 2 min. Usualmente, o processo de inversão de 
caráter hidrofóbico para hidrofílico com irradiação UV é feito com lâmpadas de baixa 
potência,89 o que torna necessário longos tempos de exposição que podem levar de 
vários minutos até horas. Após o tratamento com a radiação UV, uma gota de água 
foi adicionada na superfície do substrato e ela se espalhou imediatamente, 
demonstrando que adquiriu caráter bastante hidrofílico. Sabendo que este processo 
é reversível, os substratos foram utilizados imediatamente após o tratamento. Com o 
passar do tempo o oxigênio que se adsorveu à superfície, atuando como uma 
armadilha de elétrons e favorecendo a intensificação da separação de elétrons e 
buracos, é desorvido e a distribuição eletrônica volta ao estado anterior em que a 
adsorção de água não é favorecida. A Figura 33 mostra a altura do pico em 1173 
cm-1 em função do tempo, para substratos com e sem o tratamento com radiação 
UV, mergulhados numa solução de cristal violeta 1 mol/L como função do tempo.  
Ficou claro que, com o tratamento do substrato com laser UV e o 
consequente aumento do caráter hidrofílico, o sinal Raman obtido é mais alto em 
comparação ao substrato não tratado. Este sinal maior ocorre desde o início das 
medidas e aumenta com o tempo, da mesma forma que foi observado nos 
substratos anteriores, para as concentrações mais altas do corante (Fig. 29a). Esses 
dados sugerem que o caráter hidrofóbico do substrato interfere na resposta SERS, 
pois dificulta a penetração do analito entre as agulhas. No entanto, mesmo após o 
tratamento com radiação UV a resposta não estabilizou ao longo do tempo de 
medida de 1 h, o que indica que a difusão do analito até a superfície das agulhas (e, 
principalmente, da região imediatamente sobre as agulhas até a região entre elas) 





Figura 33. Alturas do pico em 1173 cm-1 em função do tempo obtidas com 
substratos SERS tratado (vermelho) e não tratado (preto) com radiação UV 
mergulhados em solução de cristal violeta 1 mol/L. 
 
Recentemente, dois grupos publicaram trabalhos com estudos de 
adsorção de diferentes moléculas em superfícies de ouro SERS-ativas. Os autores 
utilizaram o substrato comercial Klarite®103 (Fig. 27a) e nanopartículas de ouro.104 Foi 
observado que, no caso do Klarite® são necessários tempos bastante longos até que 
a resposta SERS se estabilize, indicando o equilíbrio de adsorção. Uma solução de 
tiofenol 0,1 mol/L foi utilizada e durante todo o tempo de medidas a solução esteve 
sob agitação mecânica (magnética), o que contribuiu para que o transporte do 
analito até o substrato ocorresse mais rapidamente. Ainda assim, foram necessárias 
5,5 h para que a resposta estabilizasse.  
Comparando a superfície do Klarite® (Fig. 27a) com a dos substratos 
utilizados neste trabalho (Fig. 20 e 21), observa-se que a complexidade da superfície 
destes últimos é muito maior que a do substrato comercial. Se o substrato com 
Klarite® precisa de um tempo elevado para alcançar o equilíbrio de adsorção do 
analito, é compreensível que para os substratos fabricados neste trabalho esse 
tempo seja consideravelmente maior, já que a difusão dos analitos entre as agulhas 
é certamente mais lenta do que a que ocorre numa estrutura mais aberta como a do 
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Klarite®. Além disso, o caráter hidrofóbico dos substratos contribuiu para que a 
difusão do analito entre as nanoagulhas fosse ainda mais lenta. 
 
4.3 Simulação da distribuição do campo elétrico nas nanoestruturas 
 
O uso de um óxido para obtenção de nanoestruturas com morfologia de 
nanoagulhas e nanobastões para recobrimento com ouro e aplicação em SERS é 
uma estratégia interessante por aumentar o número de métodos de fabricação do 
substrato, como discutido no item 1.2.1. Em adição, no caso do uso de ITO, sua 
propriedade semicondutora poderia influenciar nas propriedades do substrato e 
melhorar seu desempenho. Os resultados das simulações corroboraram essa 
hipótese. As Figuras 34 e 35 mostram o comportamento de algumas propriedades, 
dentre as quais o espalhamento em função do comprimento de onda para duas 
situações: duas nanoagulhas adjacentes constituídas somente de ouro (Fig. 34a) e 
constituídos de ITO recoberto com ouro (Fig. 35b).  
 
Figura 34. (a) Comportamento do coeficiente de extinção (preto), absorção 
(vermelho) e espalhamento (azul) em função do comprimento de onda considerando 
duas nanoagulhas adjacentes constituídas apenas de ouro. (b) distribuição da 






Figura 35. (a) Comportamento do coeficiente de extinção (preto), absorção 
(vermelho) e espalhamento (azul) em função do comprimento de onda considerando 
duas nanoagulhas adjacentes constituídas de ITO recoberto com ouro. (b) 
distribuição da intensidade do campo elétrico ao longo das nanoagulhas de ITO 
recobertas com ouro. Os traços pretos representam a fina camada de ouro sobre o 
ITO. EF = enhancement fator. 
 
Os resultados sugerem que, se as agulhas fossem apenas de ouro, a 
banda de espalhamento máximo estaria centrada ao redor de 650 nm (Fig. 34a). Por 
outro lado, quando o interior dessa agulha é constituído de ITO e recoberto com o 
filme fino de ouro, o espalhamento máximo se desloca para região próxima a 780 nm 
(Fig. 35b), o que contribui para a obtenção de sinal Raman mais intenso, uma vez 
que o laser utilizado neste trabalho foi de 785 nm. Além disso, a escala de 
intensificação do campo elétrico (Fig. 34b e 35b) aumenta cerca de uma ordem de 
grandeza para as nanoagulhas de ITO/Au, reforçando o fato de que o ITO não age 
somente como um suporte para o ouro, mas influencia na produção do efeito SERS. 
Outro ponto importante nos resultados das simulações é que a região de 
maior intensificação, o hotspot, dos substratos deste trabalho ocorre nas bases das 
agulhas. E isto ocorre tanto para uma agulha isolada (Fig. 36a), quanto para agulhas 
adjacentes (Fig. 36b). Este comportamento poderia ser esperado, visto que a 




Figura 36. Distribuição da intensidade do campo elétrico ao longo de (a) um e (b) 
duas nanoagulhas adjacentes de ITO recobertas com ouro. Os traços em preto 
representam a fina camada de ouro sobre o ITO. 
 
A constatação de que as maiores intensificações do campo elétrico e, 
portanto, do sinal Raman ocorrem na base das agulhas ajuda a explicar os 
espectros pouco intensos obtidos para baixas concentrações de cristal violeta. Além 
disso, a demora observada na estabilização do sinal pode, também, estar 
relacionada com a localização dos hotspots nas bases das nanoagulhas. A obtenção 
dos maiores valores de intensificação depende da chegada do analito na base das 
nanoagulhas. A difusão das moléculas até essa região é lenta, e por isso o sinal fica 
comprometido, especialmente para concentrações mais baixas, em que o número de 
moléculas diminui bastante. Esta situação ficou evidenciada quando o substrato foi 
tratado com laser UV (seção 4.2), diminuindo o caráter hidrofóbico das 
nanoestruturas. Este tratamento favoreceu a penetração do analito entre as 
nanoestruturas, alcançando mais facilmente a região dos hotspots e, portanto, 
resultando no sinal Raman observado para a concentração de 1 mol/L desde o 
início das medidas, o que não ocorreu para o substrato não tratado com laser. 
 
4.4 Aplicações dos substratos SERS 
 
Além do uso de corante, foram realizadas duas aplicações dos substratos 
SERS desenvolvidos neste trabalho: detecção de 4-MBA e do pesticida carbaril. No 
primeiro caso a detecção foi mais simples, mesmo necessitando de tempos 
relativamente longos de medida. Porém, os primeiros resultados obtidos nas 
medidas com o carbaril não foram bons. A relação sinal/ruído era muito baixa e o 
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sinal Raman não podia ser identificado. No entanto, esperava-se que o pesticida 
apresentasse sinais mais intensos, visto que a literatura traz resultados de boas 
intensificações com substratos que possuem características como dimensões e 
morfologia comparáveis aos deste trabalho.105, 106 Com base na hipótese de que a 
fluorescência causada pelo vidro utilizado como suporte para o substrato estava 
interferindo muito mais na detecção do carbaril, quando comparado aos outros 
analitos, decidiu-se realizar o crescimento das nanoagulhas sobre silício oxidado. 
Além disso, visto que a morfologia das nanoestruturas impedia que o analito 
alcançasse a base das nanoagulhas, como discutido na seção 4.2.3, foram 
realizadas alterações na fabricação dos substratos (Seção 4.1.4). Além do 
procedimento “padrão” para o ITO 1 descrito na seção 3.3.1 (Tabela 3), em que o 
ITO é depositado em 3 etapas, alternando com a deposição de In metálico, foram 
crescidas nanoestruturas com a deposição em 2 etapas e de apenas 1 etapa de 
ITO. O recobrimento das nanoestruturas com ouro também foi alterado. Além do 
recobrimento com 20 nm conforme os parâmetros descritos na seção 3.3.1, também 
foram feitas deposições nestes últimos substratos de uma camada com o dobro da 
espessura (40 nm) e à pressão mais alta (2x10-2 mbar ao invés de 5x10-3 mbar). O 
objetivo foi diminuir o percurso do analito por difusão entre as agulhas e aumentar a 
rugosidade da camada de ouro. 
 
4.4.1 Detecção do ácido 4-MBA 
 
Conforme observado na Figura 31a, as bandas em 1076 cm-1 e 1585 cm-1 
se destacam no espectro do 4-MBA. As médias e desvios padrão das alturas desses 
picos foram calculados e plotados em função da concentração do 4-MBA no gráfico 
da Figura 37a.  
O comportamento das alturas dos picos em função da concentração foi 
similar para as duas bandas. A maior concentração apresenta os maiores desvios 
padrão, porém eles tendem a diminuir para concentrações menores. Foi possível 
observar os picos até a concentração de 0,01 mol/L, no entanto, a relação 
sinal/ruído para essa concentração foi menor que 3 para as bandas analisadas 
(Figura 37b). Por isso, pode-se dizer que o limite de detecção foi de 1 mol/L. A 
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utilização dos substratos deste trabalho gerou bons resultados para a detecção de 4-
MBA, inclusive para concentrações baixas, ao redor de 1 mol/L.  
 
Figura 37. (a) Média da altura de pico de duas bandas como função da 
concentração de 4-MBA. (b) Razão sinal/ruído em função da concentração de 4-
MBA. 
 
4.4.2 Detecção do pesticida carbaril 
 
A Figura 38 mostra o perfil do espectro do carbaril obtido com os 
substratos deste trabalho. É possível observar diversos picos com boa resolução, 
sendo que o pico em 1380 cm-1, referente à vibração simétrica do anel aromático,106 
se destaca por ser o mais intenso. Por esse motivo, a altura desse pico foi utilizada 
como referência.  
Utilizou-se o substrato crescido nas condições do ITO1 (3 etapas de 
deposição de ITO) e recoberto com 20 nm de ouro, para avaliar o melhor tempo de 
obtenção dos espectros. O laser foi focado na superfície do substrato e foram 
obtidos espectros em 4 pontos diferentes para cada tempo de aquisição escolhido. 
Com base em testes anteriores, foram escolhidos tempos de aquisição de 48 s (6 
exposições de 8 s ao laser), 60 s (3 exposições de 20 s) e 200 s (10 exposições de 
20 s). A Figura 39 mostra a média da altura do pico em 1380 cm-1 e desvio padrão 
das 4 aquisições realizadas para cada tempo escolhido. Apesar de apresentar um 
desvio padrão maior, a intensidade observada para o tempo de 200 s é 
consideravelmente maior que os demais, o que sugeriu ser mais adequado para 
obter razões sinal/ruído altas para concentrações menores. Por isso, esse tempo foi 





Figura 38. Espectro SERS típico do carbaril obtido com os substratos (sobre 
Si/SiO2) e estrutura da molécula do pesticida carbaril (inset). 
 
 
Figura 39. Média da altura do pico em 1380 cm-1 e desvio padrão das quatro 




Após a escolha do tempo de aquisição, cada substrato descrito na Tabela 
5 foi testado para a concentração de 50 ppm de carbaril e a média e desvios padrão 
das medidas são apresentados no gráfico da Figura 40. Considerando a espessura 
da camada de ouro, aqueles substratos que receberam a camada mais espessa 
mostram as maiores intensificações. As diferenças nas intensificações são maiores 
para os substratos em que o ITO foi depositado em 1 e 2 etapas.  No caso do 
substrato fabricado com 3 etapas de deposição do óxido, o desvio padrão é mais 
alto, e a diferença entre as intensidades obtidas para os substratos recobertos com 
20 e 40 nm de ouro não é significativa. O substrato em que o ITO foi depositado em 
apenas 1 etapa e recoberto com 40 nm de ouro apresentou a resposta mais alta e 
significativamente diferente das demais. Esse resultado condiz com a discussão 
realizada nas seções 4.2.3 e 4.3, pois o substrato da Figura 23c apresenta 
dimensões e densidade de agulhas consideravelmente menores que nos outros dois 
casos, permitindo que o analito alcance mais facilmente a base do substrato onde a 
intensificação do campo elétrico é maior. 
 
Figura 40. Média e desvio padrão da altura do pico em 1380 cm-1 de espectros de 
solução metanólica de carbaril 50 ppm. Os espectros foram obtidos com substratos 
fabricados com a deposição de 1, 2 ou 3 etapas de ITO, recobertos com 20 ou 40 




O substrato da Figura 23c foi escolhido para a continuidade aos estudos 
de detecção do carbaril. Foram realizadas aquisições em 3 pontos do substrato, 
próximas ao centro, para evitar que o efeito da secagem alterasse muito a 
intensidade dos espectros. A Figura 41 mostra os resultados obtidos para diferentes 
concentrações do pesticida.  
Os resultados da Figura 41 mostram que concentrações superiores a 50 
ppm levam a espectros com intensidades menores, sugerindo que essas 
concentrações levam à saturação da superfície com moléculas de analito, e o sinal 
emitido deixa de ser somente o produzido pela intensificação SERS.107 Os 
resultados para concentrações menores que 50 ppm demonstram o potencial do 
substrato para ser aplicado na detecção desse analito. Um ponto que limita a 
utilização desses substratos é a amostragem. Para algumas concentrações como 10 
e 5 ppm, por exemplo, o desvio padrão foi significantemente mais alto, devido à 
secagem não homogênea da solução do analito. A secagem do analito sobre o 
substrato é difícil de ser controlada e tende a ocorrer de forma heterogênea, 
resultando em intensidades de sinal bastante diferentes ao longo da superfície do 
substrato. Este problema não se limita aos substratos deste trabalho, mas a todos os 
substratos do tipo superfície nanoestruturada. Muitos trabalhos encontrados na 
literatura não discutem essa limitação. Em alguns casos, os autores fazem um 
número grande de medidas e trabalham com um valor médio. No entanto, até o 




Figura 41. Média e desvio padrão das alturas do pico em 1380 cm-1 obtidas para o 
carbaril em diferentes concentrações. 
 
Foram feitas medidas Raman com soluções aquosas do pesticida com 
concentrações de 5 e 10 ppm do pesticida preparadas por diluição de uma solução 
estoque de 100 ppm em metanol. Quando a solução aquosa do pesticida foi 
adicionada à superfície do substrato, ela não se espalhou com a mesma facilidade 
que a solução do composto em metanol. Por isso, a secagem da gota não ocorreu 
de forma homogênea. No entanto, as medidas preliminares de carbaril em solução 
aquosa resultaram em alturas de 4267  426 e 3792  450 para 5 e 10 ppm, 
respectivamente, para o pico em 1380 cm-1. Estes resultados demonstram o 
potencial dos substratos SERS para detecção do carbaril em água, o que é 
interessante para possíveis aplicações em análises de amostras ambientais, tais 
como amostras de águas de rios, lagos e reservatórios. 
 
4.5 Avaliação dos dispositivos microfluídicos com detecção SERS 
 
Nas primeiras medidas com os dispositivos microfluídicos os microcanais 
foram preenchidos com solução de cristal violeta 100 mol/L e as medidas foram 
realizadas utilizando a potência máxima do laser. Nessas condições, o aquecimento 
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do líquido dentro do canal causou bolhas durante as medidas (Fig. 42a). Por isso, os 
experimentos foram repetidos baixando a potência para 75 e 50% do valor máximo.  
 
Figura 42. Imagens de um canal do microdispositivo preenchido com solução de 
cristal violeta 100 mol/L. (a) A área pontilhada circula região com bolhas formadas 
devido ao aquecimento do líquido pelo laser. (b) Microcanal sem bolha. As linhas 
tracejadas indicam os limites da parede do microcanal (brancas) e da região 
contendo as nanoestruturas (amarelas). 
 
Os três espectros da Figura 43 mostram pelo menos 4 bandas 
correspondentes a modos vibracionais do corante, inclusive a banda em 1173 cm-1, 
utilizada como referência nos estudos. Metade da potência máxima, 125 mW foi 
suficiente para evitar a formação de bolhas e possibilitar a obtenção de sinal com 
boa intensidade para as medidas (Fig. 43). A Figura 42b mostra uma foto de um 
microcanal do dispositivo microfluídico. A região contendo as nanoagulhas de ITO 
recobertas com ouro está no interior do canal e as bordas do canal e da região 
nanoestruturada estão evidenciadas pelas linhas tracejadas brancas e amarelas na 
Figura 42, respectivamente. 
Foram realizadas medidas Raman em função do tempo com os 
dispositivos microfluídicos. Inicialmente foi utilizada solução 10 mol/L de cristal 
violeta com a vazão de 20 L/min e os espectros foram obtidos a cada 3 minutos 
durante 1 h. Na Figura 44a observa-se que, apesar da flutuação, a curva exibe uma 
tendência a estabilizar o sinal a partir de 40 min. Ao contrário das medidas em 
função do tempo com o substrato mergulhado em solução (seção 4.2.3) em que a 
solução não sofreu agitação, o fluxo proporciona movimento da solução em relação 
às nanoestruturas no microcanal, levando a uma tendência de estabilização do sinal 
SERS. A fim de tentar minimizar a variação do sinal, optou-se por diminuir a vazão 
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da solução para 5 L/min. A Figura 44b mostra que a flutuação do sinal foi 
consideravelmente menor. Outro ponto interessante é que a medida com a vazão 
menor confirmou à tendência a estabilização do sinal ao redor de 40 min. O 
experimento foi repetido para uma solução com concentração menor (1 mol/L), e 
observou-se que o comportamento das curvas e o tempo necessário para começar a 
estabilização do sinal são muito semelhantes para as duas concentrações (Fig. 44b). 
 
 
Figura 43. Espectros Raman obtidos para solução 100 mol/L de cristal violeta no 
interior de microcanais dos dispositivos microfluídicos com detecção SERS. Foram 
utilizadas três potências do laser: 250 (100%), 187,5 (75%) e 125 mW (50%). 
 
 
Figura 44. Alturas do pico em 1173 cm-1 em função do tempo de medida para 
soluções de cristal violeta (a) 10 mol/L, vazão de 20 L/min e (b) 10 e 1 mol/L, 
vazão de 5 l/min. 
 




























Estes resultados demonstram que o dispositivo microfluídico utilizado 
neste trabalho possui potencial de aplicação para detecção de analitos. Alguns 
exemplos de detecção seriam contaminantes em água, outros corantes e tióis. Outro 
ponto interessante é que o sinal Raman se estabilizou, ainda que com alguma 
flutuação, o que não ocorreu com as medidas feitas com o substrato SERS 
mergulhado em solução de analito. Esta é uma vantagem do dispositivo 
microfluídico, pois o fluxo de solução no canal se equivale à agitação da solução, 
levando à estabilização mais rápida do sinal. As medidas do corante cristal violeta 
possibilitaram a detecção do analito na concentração de 1 mol/L, o que só foi 
possível no sistema de substrato imerso em solução, depois que esse passou por 

























5. Conclusões  
 
A fabricação de superfícies nanoestruturadas de óxidos metálicos e seu 
posterior recobrimento com ouro mostrou ser bastante eficiente para produção de 
substratos SERS. 
O método de síntese hidrotérmica produziu substratos com bom 
desempenho para SERS, fornecendo intensificações altas e espectros com boa 
resolução. Este é um método de baixo custo para fabricação de superfícies 
nanoestruturadas, as quais podem ser obtidas com tempo de processamento 
relativamente baixo. Estas são vantagens importantes na fabricação de substratos 
para SERS. No entanto, foram observados alguns problemas, tais como a baixa 
adesão das nanoestruturas de ZnO ao vidro, o crescimento não uniforme destas 
nanoestruturas e a grande variação do sinal Raman. Por outro lado, os substratos 
SERS produzidos por sputtering não demonstraram os mesmos problemas, o que 
levou ao direcionamento do trabalho para o uso apenas deste último método na 
fabricação dos substratos e à interrupção dos estudos dos substratos SERS feitos 
por síntese hidrotérmica.  
O uso do método de sputtering resultou em superfícies nanoestruturadas 
de ITO com alta densidade de nanoestruturas distribuídas uniformemente, 
recobrindo toda a superfície e com boa adesão ao vidro e/ou Si/SiO2. A aplicação 
dos substratos SERS nanoestruturados de ITO recobertos com ouro produziu 
espectros com altas intensidades e resoluções de pico muito boas para a grande 
maioria das concentrações utilizadas, tanto para o corante cristal violeta quanto para 
o 4-MBA e o pesticida carbaril.  
Ambas as metodologias de deposição por sputtering, deposição alternada 
de metal e óxido46 e deposição de óxido na presença de plasma de carbono, foram 
utilizadas no crescimento de nanoestruturas para aplicação como substratos SERS. 
No primeiro caso, a deposição inicial do metal teve papel essencial na nucleação 
das nanoestruturas, influenciando de maneira significativa a morfologia. A 
alternância na deposição do metal e do óxido forneceu mais metal para garantir que 
o ambiente de deposição continuasse deficiente em oxigênio, favorecendo assim o 
crescimento das nanoestruturas ao longo de uma direção preferencial. No segundo 
caso, a estratégia de crescimento de nanoagulhas de ITO por sputtering na 
86 
 
presença de plasma de carbono também se mostrou eficiente para a produção de 
substratos SERS. A reação do oxigênio retirado do alvo de ITO com o carbono 
ionizado presente na câmara proporcionou um ambiente de deposição rico em 
metal, possibilitando o crescimento das nanoagulhas pelo mecanismo VLS sem a 
necessidade de deposição de camada catalisadora. As duas metodologias são 
inéditas, o que possibilitou a redação de um artigo que está sendo finalizado para 
submissão, e na publicação de um trabalho na revista Applied Surface Science.46 
Muito conhecimento sobre os substratos desenvolvidos foi acumulado no 
período. Os resultados obtidos com os substratos imersos na solução de analito, 
aliados aos resultados das simulações do campo elétrico, possibilitaram o 
entendimento das razões para o elevado tempo de estabilização do sinal, ou seja, o 
longo tempo necessário para o analito alcançar as bases das nanoagulhas, região 
que continha os hotspots e, portanto, onde as maiores intensificações são 
produzidas. Essas inferências sugeriram que seria interessante desenvolver 
dispositivos microfluídicos para SERS, visto que a medida em fluxo deveria resultar 
na estabilização do sinal Raman em tempo menor que as longas horas necessárias 
quando não havia agitação no sistema.  
Os resultados das simulações computacionais possibilitaram 
compreender que o ITO possuía papel muito importante na composição do substrato 
SERS. Além de ser responsável pela morfologia, também contribui para deslocar o 
valor máximo de espalhamento para região muito próxima a 785 nm, comprimento 
de onda do laser utilizado no desenvolvimento do projeto.  
O uso de vidro como base para o substrato SERS foi interessante para os 
estudos de adsorção, pois os resultados puderam ser comparados aos obtidos com 
os dispositivos microfluídicos. No entanto, para aprofundar a avaliação dos 
substratos SERS na detecção do carbaril, foi necessário o crescimento das 
nanoestruturas sobre silício oxidado, que possui superfície quimicamente 
equivalente ao vidro, mas não apresenta a alta fluorescência observada com o vidro. 
Além disso, a produção de substratos com menores valores de densidade e 
comprimento das agulhas contribuiu para que o analito alcançasse a base das 
agulhas mais facilmente, produzindo espectros com intensidades bem maiores que 
as obtidas com agulhas mais longas. Os estudos de aplicação dos substratos 
demonstraram o potencial deles para a detecção de 4-MBA e do pesticida carbaril. O 
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4-MBA foi detectado na faixa de 0,1 a 100 mol/L e o carbaril na faixa de 0,5 a 50 
ppm. 
A técnica de inchamento de polímero por laser UV permitiu a produção de 
moldes para dispositivos microfluídicos em PDMS de forma rápida e reprodutível. O 
ajuste dos parâmetros de fabricação proporcionou controle preciso das dimensões 
dos canais positivos no molde, fazendo com que as nanoestruturas ficassem 
localizadas dentro dos microcanais na selagem com o vidro. O desenvolvimento 
destes moldes resultou na publicação de um artigo científico na revista RSC 
Advances.94 
Os dispositivos microfluídicos produzidos neste trabalho se mostraram 
eficientes para a detecção de cristal violeta em duas concentrações. As intensidades 
do sinal obtidas para a menor concentração medida, 1 mol/L, sugerem que deve 
ser possível obter bons sinais para concentrações ainda menores. Estudos recentes 
de adsorção de analitos em substratos SERS mostram que a agitação da solução 
pode aumentar significativamente a velocidade da estabilização da resposta SERS. 
Essa informação indicava que as medidas em dispositivos microfluídicos deveriam 
estabilizar mais rapidamente que as medidas realizadas com o substrato 
mergulhado em solução do analito, sem agitação (visto que o fluxo da solução é 
equivalente à agitação mecânica do sistema). Essa hipótese foi confirmada pelos 
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